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RESUMEN 
En este trabajo se describen los estudios realizados sobre el 
comportamiento en el cultivo in vitro del algodón (Gossypium 
hirsutum L.). Se ensayaron dos métodos de regeneración por 
embriogénesis somática consistentes en el establecimiento de 
callos desde hipocótilos o cotiledones, seguido de la obtención 
de suspensiones celulares y posterior inducción de la 
embriogénesis. 
Se consiguió llegar a la obtención de formas embrioides (estado 
globular) en sólo uno de los cultivares ensayados (Coker 310), 
mientras que el otro cultivar (Mocó AA4) se mantuvo en estados 
iniciales de agregación celular (estados 1 y 2 de la fase I) . 
Ante las dificultades encontradas en la generación asexual de 
embriones, en una segunda fase se llevó a cabo una técnica de 
propagación a partir de yemas. Las yemas apicales o axilares, 
separadas de plántulas bajo condiciones axénicas, se cultivaron 
en diferentes medios (distintas fuentes de nitrógeno, 
citoquininas, etc.) para inducir la organogénesis. 
La metC??ología puesta a punto en este trabajo permitió la 
propagaoión vegetativa hasta el estado de planta completa en 
ambos cultivares con alto grado de fiabilidad. 
Las dificultades que entraña la regeneración por embriogénesis 
somática para cultivares con escasa capacidad de regeneración, 
hace que sea la organogénesis a partir de yemas el método más 
idóneo para la multiplicación vegetativa con vistas a la 
aplicación biotecnológica. 
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1.1. Justificación de1 estudio 
Durante la última década la mejora vegetal a través de las 
herramientas de la ingeniería genética, constituye uno de los 
medios más poderosos para la incorporación de caracteres de 
interés en los cultivos. Es una actividad necesaria para adaptar 
los cultivos actuales a los nuevos retos de la agricultura 
moderna, que requiere menor uso de insumos (fertilizantes, 
insecticidas, etc) al tiempo que considera las nuevas necesidades 
socioeconómicas de los países desarrollados. 
La modificación deliberada de la dotación genética en las 
plantas con el objeto de conseguir nuevos caracteres, es un área 
de investigación en pleno auge, y con importantes perspectivas 
de futuro. Tradicionalmente los objetivos perseguidos en la 
mejora del algodón, a través de los métodos de la genética 
clásica, han sido la selección de variedades con mayor potencial 
productivo, con mejor calidad en la fibra (mayor longitud, finura 
y resistencia), y con características en el desarrollo como 
tolerancia a bajas temperaturas, aumento del índice de cosecha, 
y resistencia a factores adversos bióticos (parásitos y 
enfermedades) y abióticos (sequía, salinidad). En la actualidad, 
los caminos abiertos en biología por la ingeniería genética y la 
biotecnología (clonación de genes seleccionados, transferencia 
de material genético de interés a organismos receptores, etc.), 
han ampliado las posibilidades de la mejora. 
Por transformación con material genético procedente de 
bacterias, se ha obtenido algodón resistente a herbicidas 
(glifosato, bromoxinilo, 2,4-0) y ataque de insectos (Stewart, 
1991). Otros grupos trabajan activamente en la obtención de 
genotipos con resistencia a hongos patógenos o la inducción de 
androesterilidad con vistas a la producción de algodón híbrido. 
La importancia progresiva que va adquiriendo, dentro de la 
Política Agraria Comunitaria, la relación entre la agricultura 
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y el medio ambiente hace prever que en un futuro, la mejora 
vegetal estará también sujeta a cuestiones ambientales. En este 
sentido, el cultivo del algodonero, presenta numerosos 
contrastes. Por un lado, el algodón es la principal fibra textil 
de origen vegetal y, precisamente debido a este carácter 
"natural", su imagen de marca es más popular que las fibras 
sintéticas competidoras. 
No obstante, como muchos otros cultivos intensivos, su sistema 
de producción plantea ciertos riesgos medioambientales, entre los 
que destacan, sobre todo, las necesidades de regadío, el uso de 
abonos y plaguicidas, y las aplicaciones de productos defoliantes 
para facilitar la cosecha mecánica. 
Muchas de estas cuestiones podrán ser abordadas con el uso de 
nuevas técnicas de ingeniería genética. La aplicación de éstas 
se ve, en en muchos casos, dificultada por carencia de métodos 
eficientes de cultivo in vitro y regeneración. 
Este trabajo tiene por objeto 
regeneración por embriogénesis 
suspensiones celulares en dos 
estudiar la capacidad de 
somática desde callos y 
cultivares, para futuras 
aplicaciones biotecnológicas, y la puesta a punto de un método 
de preservación y multiplicación clonal de germoplasma de interés 
agronómico. 
1.2. El algodonero. Aspectos generales. 
Aunque el algodón se cita como planta textil desde muy antiguo 
(siglo V a.d.C.) en la India, hasta la revolución industrial no 
se originó su verdadera expansión mundial, gracias a la invención 
de la desmotadora y de la mecanización del hilado. Con la II 
Guerra Mundial sufrió un descenso en la superficie cultivada 
debido a la competencia con la fibra artificial, pero hoy día se 
mantiene en equilibrio e incluso va cobrando mayor importancia, 
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tras la tendencia que existe actualmente de consumir productos 
naturales. 
Es una planta procedente del Trópico, muy exigente en 
temperaturas (integral térmica 3500-4000°C) , iluminación y 
humedad. Relativamente resistente a la salinidad, prefiere los 
suelos profundos, neutros y permeables. El fruto del algodonero 
consiste en una cápsula que contiene semillas oleaginosas 
rodeadas de fibras textiles; ambos componentes son separados 
mediante las operaciones de desmotado. Cada fibra procede del 
crecimiento de células de la superficie del óvulo, que 
elongadadas y maduradas tras la fecundación, forman el hilo. Se 
componen de un 94% de celulosa, utilizándose sólo aquellas con 
mayor desarrollo (el resto forma la borra). La longitud de la 
fibra, color y características dependen de la especie y cultivar. 
El algodón es una planta perteneciente a la familia Mal va cea , 
género Gossypi um y con dos orígenes: asiático y americano. 
Existen 39 especies de Gossypium L. (n=13), de las cuales cuatro 
son cul ti vadas : G. herbaceum L., G. arboreum L., ambas diploides 
(2n=26) . • nativas del Viejo Mundo, y G. barbadense L., Y G. 
hirsutum L., pertenecientes al Nuevo Mundo y alotetraploides 
(4n=52) . 
El más cultivado en la actualidad, G. hirsutum (alrededor del 
90% de la producción mundial), fue domesticado en al menos tres 
zonas, dando origen a tres razas: 
- Marie-Galante, perenne, origen colombiano, adaptado a Brasil, 
Antillas y oeste de Africa. 
- Punctatum, perenne, origen en el Sur de Norteamérica, adaptado 
en Golfo de México, Florida y Bahamas. 
- Latifolium, anual, origen del Sur de México, adaptado en Brasil 
y origen del algodón ampliamente conocido tipo Upland, el más 
cultivado. 
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La fibra de G. hirsutum se utiliza en la manufactura de gran 
variedad de productos textiles, cordajes, y otros no textiles. 
La fibra corta extraída de las semillas, también es importante 
como fuente en la industria de celulosa. El conocido como algodón 
Pima o egipcio (Gossypium barbadense) , cultivado en Perú, Egipto 
y Sudán, ocupa un 8% de la producción total de fibra. Es el más 
cotizado por tener la fibra más larga, fina y resistente. 
1.3. Situación económica. Mercado y producción. 
1.3.1. Mercado mundial. 
Teniendo en cuenta que la fibra textil constituye la principal 
fuente de valorización de esta planta, y que el comercio 
internacional del algodón sin desmotar y semillas es, en el 
primer caso, inexistente y, 
análisis del mercado mundial 
(algodón desmotado) . 
en el segundo, muy escaso, el 
se centra sobre todo en la fibra 
Las semillas del algodón pueden ser sometidas a un proceso de 
triturado para la obtención de aceites para condimento, y 
harinas como suplemento proteínico en el consumo humano y 
ganadero. La cáscara de la semilla se destina para uso en 
animales, y su producto más importante, los hilos, proporcionan 
la mejor fibra natural del mercado. 
Aunque desde los años sesenta, la superficie mundial del 
algodón se sitúa entre los 34 millones de ha, la producción de 
algodón desmotado se ha duplicado desde entonces: entre la 
campaña de 1991-1992 y 1993-1994 se alcanzó 18,5 millones de 
toneladas (Tabla 1). Las previsiones acerca de la campaña 94-95 
arrojan una cifra de 18,8 millones de Tm según el Departamento 
de Agricultura de EE.UU. (Jornada Técnica sobre "La reforma del 
sector algodonero". Consejería de Agricultura y Pesca, Junta de 
Andalucía, 1995) 
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TABLA l. - Principales productores mundiales de algodón desmotado. 
Media Propor,c:lé5n previsión, 
1991-92 mundial 1994-95 
PAIS 1993-94 
(x106 Tpl) (%) (x106 Tm) 
- . 
China 4,6 25 4,4 
EE.UU 3,6 10 4,1 
India 2,2 12 2,3 
Pakistán 1,7 9 1,6 
Uzbekistán 1,4 7 1,3 
Unión Europea 0,3 1,7 0,4 
Total representado 13,8 75- 14,1 
Total mundial 18,5 100 18,8 
(Fuentes: USDA y DG VI-UE) 
Los pricipales paises productores son China, EE.UU., India, 
Pakistán y Uzbekistán, como muestra la Tabla l. 
Entre los principales paises exportadores destacan los EE.UU. 
(23% del mercado mundial) y Uzbequistán (21%), mientras que los 
principales mercados importadores son la Unión Europea, Sudeste 
asiático, Rusia y Japón. 
El precio mundial del algodón es sumamente variable, cualquiera 
que sea el periodo de referencia elegido. Esta variabilidad, 
mucho más acusada en el algodón respecto a otras materias primas 
agrarias, se debe al carácter incierto del comercio y, sobre 
todo, a la imprevisibilidad de la producción: la cantidad de agua 
(excesiva o insuficiente), la temperatura y los ataques de 
parásitos, son factores especialmente aleatorios que se dan en 
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muchas de las regiones de producción. 
1.3.2. Producción y comercio comunitarios. 
La producción de algodón en la UE está sometida a un régimen 
especial establecido en el Protocolo n° 4 del Acta de Adhesión 
de Grecia a las Comunidades Europeas, modificado en el momento 
de la adhesión de España por el Protocolo n° 14. 
Tanto por la superficie que ocupa como por el número de 
productores, el algodón es en la Comunidad un cultivo menor; no 
obstante, desempeña una importante función socioeconómica en las 
regiones desfavorecidas de Grecia y España. Estos son los dos 
únicos países Estados miembros que producen algodón. En ellos 
este cultivo se practica casi exclusivamente en tierras de 
regadío, con una ocupación entre ambos de superficie sembrada 
de 423.000 has en 1992 (Tabla 2). 
Grecia es el primer estado miembro, con un 60-80 % de la 
producción total. Mientras que en este país las superficies han 
ido aumentando, en España la evolución ha sido irregular, con una 
superficie máxima de 135.000 ha en 1988, una mínima de 32.000 ha 
en 1993, y una ligera recuperación en 1994 al alcanzar 40.000 ha. 
Sin embargo, el rendimiento medio (89/93) de algodón no 
desmotado es superior para nuestro país (3,06 Tm/ha) respecto a 
Grecia (2,72 Tm/ha) para el algodón calidad tipo, (3% de 
impurezas y 10% de humedad). El rendimiento en fibra es de un 32% 
y de semillas de un 54% para el algodón sin desmotar. 
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TABLA 2. Producción de algodón bruto en Europa, Grecia y España. 
PArs 
Grecia 
España 
Europa 
Superficie Produc;:ción 
(ha) 
ti994) 
383.000 
40.000 
423.000 
(Tm) 
('94-95) 
1.050.000 
120.000 
1.170.000 
-Rendimiento 
(Tm/ha) 
(89/93) 
2,72 
3,06 
2,8 
(Fuente: Jornada Técnica sobre "La reforma del sector 
algodonero". Consejería de Agricultura y Pesca. Junta de 
Andalucía. 1995). 
Existen previsiones realizadas a medio plazo en donde se espera 
un aumento generalizado de la superficie en Europa hasta 540.000 
ha, y consecuentemente en España, hasta un total de 80.000 ha, 
en detrimento de otros cultivos de regadíos como el maíz, tabaco, 
y algunas frutas y hortalizas. 
En el comercio intracomunitario de algodón desmotado (fibras), 
la Unión Europea es muy deficitaria. Durante 1991/93 las 
importaciones medias ascendieron a 925.000 Tm, Y las 
exportaciones a 107.000 Tm, lo que representa un índice de 
autoabastecimiento del 27%. 
1.3.3. Importancia económica en España y Andalucía. 
En España el cultivo de algodón representa un 0,9% de la 
producción final (media del período 1989/1991), destacando 
Andalucía con más de un 80 % del total nacional. 
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Sin embargo durante este año, se estiman en Andalucía 23.500 
ha, lo que representa un descenso del 32% respecto al año 
anterior, y un 6'3% inferior a la media del período 1990-93, 
debido a la prohibición de riego en esta campaña (Boletín d e 
Información Agraria y Pesquera, 1995). 
TABLA 3. Avance de superficies y producciones de algodón en bruto 
en Andalucía y Sevilla. 
Superficie (ha) Pro.d¡lC:ción (Tm) 
1.995 1994 90/93 1-995 1'994 90/93 
Andalucía 23.500 34.694 63.552 102.075 190.667 
Sevilla 19.000 20.000 38.352 60.612 120.282 
{Fuente : Boletín de Información Agraria y Pesquera, 1995) 
Las adversidades climatológicas han mermado la producción y los 
rendimientos del algodón andaluz en las últimas campañas. La 
provincia de Sevilla tradicionalmente posee la mayor superficie 
dedicada a este cultivo, repartida principalmente por el valle 
del Guadalquivir. Absorbe más del 56% de la superficie algodonera 
y más del 60% de la producción andaluza. Sin embargo, las 
adversidades climatológicas han mermado la producción y los 
rendimientos del algodón andaluz en los últimos años. Durante 
esta campaña, tiene estimada una superficie de 19.000 ha, lo que 
representa también un descenso del 6% con respecto al año pasado 
(Boletín de Información Agraria y Pesquera, 1995). 
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1.4. Cultivo in vitro. Aspectos generales. 
El cultivo in vitro se define como el cultivo sobre un medio 
nutritivo, en condiciones de esterilidad, de plantas, semillas, 
embriones, órganos, explantos, tejidos~ células y protoplastos 
de plantas superiores. Etimológicamente significa cultivo "en 
vidrio", porque inicialmente se utilizaron recipientes de vidrio 
para ello (Pierik, 1990). 
Estas técnicas se caracterizan por: 
- Practicarse a escala reducida, ocupando espacios 
relativamente pequeños; 
- Optimizar las condiciones ambientales, respecto a factores 
físicos, nutricionales y hormonales; 
- Excluir todos los microorganismos patógenos; 
- Desarrollar las plantas a partir de un patrón poco usual, 
como callos, tejidos, protoplastos, etc.; 
- Permitir manipulaciones que son difíciles o imposibles· de 
realizar en condiciones in vivo. 
Las distintas técnicas de cultivo in vitro constituyen un medio 
para conseguir importantes logros como: 
- La micropropagación de especies, donde se consigue una alta 
producción de plantas con un considerable ahorro de espacio y 
energía, principalmente en las especies de difícil propagación 
por semillas. 
- Producción de plantas libres de enfermedades, generalmente 
de virus, empleando distintas técnicas que acaban en la 
propagación vegetativa con el cultivo de meristemos. 
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- Cultivo de células aisladas, en suspensión, callos y 
protop1astos, en donde se abre un amplio abanico de 
posibilidades con aplicaciones genéticas, y se plantea la 
oportunidad de transformar plantas genéticamente, conseguir 
híbridos mejorados (hibridación somática), creación de 
variantes génicos (variantes somac10na1es) , etc . (Pierik, 1990) . 
1.4.1. Requerimientos nutriciona1es in vitro. Medios de cultivo. 
La regulación del crecimiento y desarrrollo de una planta es 
un proceso complejo, que depende del genotipo y también del medio 
ambiente . En el caso del cultivo in vitro, es imprescindible 
realizar un perfecto control de las condiciones ambientales que 
rodean al vegetal . 
Debido a que en la biosíntesis de metabo1itos orgánicos 
esenciales existe división de trabajo en los diferentes órganos 
de la planta, se sabe muy poco sobre los requerimientos 
nutricionales de los distintos tejidos por separado. 
Una planta cultivada en el campo necesita para completar su 
ciclo de vida un determinado aporte mineral. Sin embargo el 
órgano, o fragmento de un vegetal, al haber sido separado de la 
planta original, requiere además para su desarrollo cierto tipo 
y nivel de sustancias orgánicas que no son capaces de sintetizar . 
Por 10 tanto en el cultivo in vi tro se necesitan nutrientes 
minerales, azúcar (ya que los explantos no son completamente 
autótrofos), agua, y compuestos orgánicos como las vitaminas y 
reguladores hormonales (generalmente auxinas y citoquininas) 
(Thorpe, 1993). 
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1.4.2. Inicio y mantenimiento de cultivos celulares in vitro. 
La formación de tejido indiferenciado (callo) se puede iniciar 
practicamente desde cualquier órgano de la planta. El 
comportamiento inicial de un cultivo de tejido puede variar con 
el estado fisiológico de la planta original. Después de uno o dos 
subcultivos se obtiene el callo típico para esa especie y para 
las condiciones empleadas. Es importante saber que los 
requerimientos de cultivo, pueden actuar de manera selectiva 
favoreciendo uno u otro tipo de células que se adapten mejor a 
determinadas condiciones del medio. Estas células de 
multiplicación favorecidas por diversos factores, se convertirán 
en dominantes de forma más o menos rápida, principalmente en los 
cultivos en medio liquido. El tipo de callo o suspensión celular 
puede por lo tanto variar durante el periodo de incubación, por 
lo que el material ideal para la regeneración debe determinarse 
generalmente de forma empirica (Thorpe, 1993). 
Las células en cultivo no son uniformes: se ven variaciones en 
tamaño, de contenido citoplasmático y vacuolar, en tipo de pared 
y en la forma de la célula, especialmente en cultivos en medio 
liquido. Las células tipicas de callos son de tipo 
parenquimático, muy vacuoladas, con una fina capa de citoplasma 
periférico y un núcleo que tiñe débilmente y que generalmente 
está ubicado contra la pared. Las células de los callos pueden 
considerarse las de menor diferenciación, pero según Thorpe 
(1983) no son indiferenciadas, sino desorganizadas, ya que en los 
callos en subcultivo se encuentran a veces elementos del xilema. 
Con el subcultivo continuado de callos ocurren algunos cambios, 
tales corno la pérdida del requerimiento hormonal para el 
crecimiento. El crecimiento de algunos callos se vuelve asi 
independiente del suministro de citoquininas o auxinas, por lo 
que se dice que están habi tuados. Desde el punto de vista de 
morfogénesis, este tipo de tejidos habituados, que suelen 
presentar una rápida división celular, raramente se diferencian 
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sin pasar antes por una manipulación previa. Otro posible cambio 
que puede ocurrir durante el subcultivo es la pérdida de 
potencial morfogénico. En tabaco, la disminución de potencial 
para la formación de raíces sucede más rápidamente que para 
. vástagos (Thorpe, 1983). Esta pérdida del potencial de 
organogénesis y embriogénesis se manifiesta debido a factores 
genéticos y epigenéticos. Otras modificaciones de posible 
ocurrencia durante el subcultivo continuado, de extraordinaria 
importancia por las consecuencias que generan sobre la planta, 
son las variaciones en ploidía, aberraciones cromosómicas, etc. 
(Cailloux, 1984), que se traducen en plantas muy diferentes al 
genotipo de partida. Durante el subcul ti vo también se pueden 
observar cambios en la textura de los callos, aumentándose 
generalmente la friabilidad, lo que puede reducir la capacidad 
morfogénica del tejido. 
Si bien las células pueden parecer citológicamente similares, 
suelen ser distintas en sus características bioquímicas, 
circunstancia que permite la selección celular por formación de 
metabolitos (Zenk, 1978). Además, esta variación en las 
características genéticas y epigenéticas durante el subcultivo 
se puede explotar en la selección de variantes somaclonales 
(Larkin y Scowcroft, 1981). 
La importancia de la selección celular en la regeneración 
resulta evidente desde los trabajos de Reid y cols. (1979), 
quienes observaron que era posible regenerar plantas de tabaco 
de una línea subcultivada durante 17 años, por un proceso de 
subcultivo repetido en medio formador de vástagos, seleccionando 
los sectores de callo más verdes, viables y compactos. Siguiendo 
este proceso se podían obtener finalmente vástagos que luego eran 
enraizados. Esto significa que muchas de las células que se han 
modificado durante el subcu1tivo y que poseen caracteres 
interesantes pueden resultar de difícil regeneración, por lo que 
necesitan una manipulación previa antes que puedan responder a 
condiciones inductoras para la formación de primordios o 
embriones. 
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1.4.3. Morfogénesis in vitro. Embriogénesis somática y 
organogénesis. 
El empleo de la tecnología de cultivo de tejidos vegetales para 
la mejora de las plantas, necesita como parte imprescindible que 
puedan regenerarse plántulas desde el material elegido. En muchos 
casos, este material seleccionado puede haber estado durante un 
cierto tiempo en cultivo, pudiendo haber ocurrido cambios 
genéticos y epigenéticos durante el período. En estas condiciones 
suele ser imposible una regeneración inmediata directa desde los 
explantos. Uno de los mayores problemas que se presentan después 
de haber empleado técnicas de modificación in vitro, es que una 
vez que el material ha logrado modificarse, éste haya perdido la 
capacidad de regeneración. 
1.4.3.1. Morfogénesis in vitro. Totipotencia 
La morfogénesis se define como la génesis o iniciación de la 
forma (y obviamente, de la función) en los seres vivos (Segura, 
1993). La expresión en condiciones in vitro de una determinada 
respuesta morfogénica (formación de raíces, tallos, hojas o 
diferenciación de embriones) viene determinada por la interacción 
de numerosos factores, tales como el genotipo de la planta 
donadora, tipo y estado fisiológico del explanto, medio 
nutritivo, y ambiente físico del cultivo (Arnmirato, 1986; Brown 
y Thorpe, 1986). Por ello, el estudio de estas respuestas tienen 
como objetivo fundamental identificar los procesos moleculares, 
bioquímicos y fisiológicos que conducen a la aparición de nuevas 
estructuras organizadas en la planta. 
Hasta la fecha, el conocimiento que se posee de tales 
procesos es muy limitado. La morfogénesis en plantas está 
relacionada con la regulación hormonal, y éste es el aspecto que 
se intenta poner a punto con las técnicas in vitro. 
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El desarrollo histórico de esta tecnología va ligado a los 
intentos por demostrar experimentalmente la totipotencia celular. 
El proceso de diferenciación celular implica la expresión 
diferencial de los genes. Por ello, la mayoría de las células 
vegetales, se consideran totipotentes. 
La primera demostración de totipotencia celular la 
realizaron Skoog y Miller (1957) en la regeneración de tallos y 
raíces a partir de cultivos de médula de tabaco. Seguidamente, 
Steward y cols. (1958) obtuvieron embriones somáticos en 
zanahoria, contribuyendo al estudio de la morfogénesis in vitro 
de plantas superiores. 
Actualmente se sabe que la totipotencia se manifiesta 
regenerando plantas completas a partir de dos rutas alternativas 
(Segura, 1993): 
- La organogénesis, la cual conduce a la diferenciación de 
meristemos caulinares y/o radiculares (que originan tallos y 
raíces adventicias, respectivamente). 
La embriogénesis somática, que lleva a la formación de 
embriones somáticos siguiendo las fases del embrión cigótico 
(globular, corazón, torpedo, cotiledonar), aunque obviamente 
sin fecundación. 
En estas dos rutas siempre es posible seguir dos modelos de 
desarrollo: 
Morfogénesis directa, cuando los órganos (o embriones) se 
originan directamente del explanto en ausencia de proliferación 
de callo. 
- Morfogénesis indirecta, donde la formación de callo es previa 
al desarrollo de estructuras organizadas. 
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1.4.3.2. Embriogénesis somática y organogénesis 
Por embriogénesis somática se entiende el desarrollo de 
embriones a partir de células haploides o diploides, que pasan 
por estados embriológicos específicos (similares a los embriones 
cigóticos) sin la fusión de los gametos (Amberger y cols., 1992). 
Este tipo de regeneración ocurre naturalmente (in vivo), y 
durante el cultivo de células o tejidos (in vitro) (Tisserat y 
cols., 1979). La embriogénesis somática in vitro puede ocurrir 
directamente desde el tej ido sin mediar una fase de 
desdiferenciación (Williams y Mashewaran, 1986) o indirectamente, 
a partir de tejido desorganizado de suspensiones celulares o 
callos (Larkin, 1987). Organogénesis es la formación de órganos 
(hoj as, raíces) a partir de yemas o primordios desarrollados 
sobre la superficie de callos o de explantos: generalmente se 
inicia con la formación de hoja y tallo, y continúa con la 
formación de raíces (Thorpe, 1983). 
La diferencia principal entre organogénesis y embriogénesis 
podemos apreciarla a nivel teórico, ya que in vivo la 
embriogénesis es una propiedad exclusiva de tejidos reproductores 
~-la organogénesis pertenece a los no reproductores (somáticos) 
(Segura, 1993). Bajo condiciones de cultivo in vitro, las células 
somáticas son capaces de desarrollar tanto la formación de 
órganos como de embriones (sin que haya existido fecundación) . 
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Para hacer una distinción más detallada entre la embriogénesis 
y la organogénesis, debernos seguir algunos criterios morfológicos 
y anatómicos: los embriones somáticos son estructuras bipolares 
(presentan tanto ápice caulinar corno radicular) y surgen 
normalmente a partir de una sóla célula. Anatómicamente, los 
tejidos de tallo y de raíz están conectados entre sí mediante un 
tejido vascular, y el ápice radicular no tiene conexión con el 
tejido materno. 
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En contraste, la organogénesis implica la formación de 
estructuras monopolares que sí establecen conexión vascular con 
el tejido del que derivan. Además, su origen es multicelular. 
Normalmente los tallos y raíces se forman de modo independiente, 
siendo usual la falta de unión entre elementos vasculares de 
ambas estructuras (Segura, 1993) 
Existen principalmente dos razones por las cuales se prefiere 
regenerar plantas mediante embriogénesis somática. La primera de 
ellas radica en la alta probabilidad de que las plantas obtenidas 
por embriogénesis somática procedan de una simple célula original 
(Haccius, 1978). Así, las plantas regeneradas no serán quimeras 
genéticas tal y como podría ocurrir desde la organogénesis. En 
segundo lugar, los embriones no cigóticos, al no estar conectados 
vascularmente con el tejido materno (Haccius, 1978) presentan 
mayor facilidad en su manipulación que las plantas procedentes 
de organogénesis. 
Davidonis y Hamilton (1983) definen a las formas embriogénicas 
como las estructuras globulares de color verde o amarillento, de 
1 mm de diámetro, que se forman en la superficie de callos. Según 
la facilidad de formación de estas estructuras, Trolinder y 
Xhixian (1989) han empleado el Indice de Embriogénesis 
desarrollado por Chen y cols. (1987) para comparar la respuesta 
embriogénica entre distintos genotipos. Este Indice de 
Embriogénesis tiene en cuenta el porcentaje de explantos 
embriogénicos, el número relativo de embriones por explanto y la 
capacidad de mantener esta capacidad embriogénica. 
Aunque la embriogénesis somática ha sido descrita en más de un 
centenar de especies (Williams y Maheswaran, 1986; Tautorus y 
cols., 1991), la mayoría de los estudios se han realizado con 
cultivos en suspensión de zanahoria. Por este motivo, se ha 
elaborado un modelo de inducción y desarrollo de embriones 
referido a esta especie (Figura 1). Se divide en cuatro fases 
(Segura, 1993): 
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- Fase cero. Células individuales competentes (estado cero) 
forman masas proembriogénicas en presencia de auxina y adquieren 
paulatinamente el potencial para formar embriones, dando lugar 
a agregados celulares en estado 1. 
- Fa'se uno. Fase inducida cuando los agregados celulares son 
transferidos a medio sin auxinas, se produce la activación de la 
división celular (estado dos) en zonas localizadas de dichos 
agregados que conduce a la formación de embriones globulares 
(fase dos) . 
- Fase dos. Etapa de embrión globular. 
Fase tres. Desarrrollo embrionario: estado de corazón, 
torpedo y cotiledonar. 
Estado O 
0
0
G 68 °9 
• Fase O 
+ Auxina 
Estado 
Estado 1 Estado 2 globular 
® ({I IJ ,!-:: .. ,:,,~, . @ '. 
.. .. 
Fase I Fase Q 
- Auxine 
Estado 
Cat3ZOn 
~ 
'V 
-Fasclll 
Figura 1. Fases del desarrollo de la embriogénesis somática 
en cultivos en suspensión de Daucus carota. (segura, 1993). 
En la 
auxinas 
mayorla de las especies estudiadas, la 
en el medio (especialmente de 2, 4-D) , 
presencia de 
es el factor 
determinante de la inducción de embriones somáticos. sin embargo, 
los efectos dependen de la etapa del proceso que se considere: 
parece ser que la presencia de auxina es absolutamente necesaria 
para la inducción de los embriones (fase cero), pero impide su 
desarrollo a partir de la fase uno. Este hecho ha podido ser 
comprobado con muchas especies, aunque también se ha podido 
constatar que no ocurre siempre de esta forma. En la 
embriogénesis directa (sin previa formación de callos), la 
permanencia en el medio de auxina, no inhibe el desarrollo de 
embriones. 
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Los efectos de las restantes hormonas son muy variados y 
dependen de la etapa del desarrollo embriogénico en que se 
realice el tratamiento , y de las características del explanto 
empleado (Ammirato, 1986). Esta situación impide hacer 
generalizaciones válidas, pero merecen destacarse los efectos de 
las citoquininas y del ácido abscísico (ABA). 
Las citoquininas son un componente opcional del medio de 
cultivo y, en la mayoría de los casos favorece la embriogénesis 
o incluso la puede inducir, cuando los explantos son muy 
juveniles (Merkle y cols . , 1990). El ABA promueve el desarrollo 
y maduración de los embriones somáticos, sin embargo, impide su 
germinación precoz (Ammirato, 1986; Tautorus y cols . , 1991). 
1.4.4. Manipulación de la morfogénesis con reguladores 
hormonales. 
De todos los factores implicados, los estudios realizados sobre 
los efectos de las fitohormonas aplicadas exógenamente, han 
demostrado que éstas desempeñan un papel fundamental en el 
control de la morfogénesis (sobre todo los niveles de auxinas y 
citoquininas) . La primera vez que se demostró esta hipótesis fue 
en tabaco por Skoog y Miller (1957), quienes aplicaron hormonas 
a la planta y estudiaron los efectos fisiológicos que provocaban. 
En general, se 
auxina/citoquinina, 
ha 
los 
comprobado 
aumentos de 
que en 
auxinas 
el balance 
favorecen la 
rizogénesis, mientras que altos niveles de citoquininas provocan 
la caulogénesis (diferenciación de yemas vegetativas). Por lo 
tanto, la organogénesis in vitro puede ser controlada mediante 
la adición de diferentes hormonas en el medio de cultivo. Muchas 
especies responden a un balance auxina/citoquininas adecuado 
formando vástagos y raíces . Evans y cols . (1981) indicaron que 
e l 75% de las especies que formaban vástagos lo hacían con 
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concentraciones de las citoquininas kinetina (ki) o 
bencilaminopurina (BA) de entre 0,05 y 46 ~M, mientras que las 
auxinas, ácido indolacético (AlA) o ácido a-naftalénacético 
(ANA), estaban presentes en concentraciones de 0 , 06 a 27 ~M . 
Si bien las auxinas y citoquininas son las fitohormonas 
utilizadas por excelencia en la organogénesis, existen otras, que 
sin ser esenciales, pueden actuar como moduladores de la 
respuesta morfogénica : giberelinas, etileno, ácido abscísico y 
poliaminas (Arnmirato, 1986). 
No es extraño encontrar cultivos sin respuesta ante 
aplicaciones de auxinas y citoquininas, o con respuesta 
totalmente contraria a la esperada. De hecho, es imposible 
establecer un modelo general de efectividad, ya que en algunas 
especies, el control se establece sólo por el aporte de auxinas, 
en otras por el cociente auxinas/citoquininas, etc., e incluso 
dentro de la misma especie, es común encontrar que estos 
parámetros varían para cada cultivar (Segura, 1993) . Aún se 
desconocen los mecanismos de acción de estas fitohormonas, por 
ello actualmente se sigue investigando sobre los nuevos métodos 
analíticos (sondas de ADN, ensayos enzimáticos, identificación 
de moléculas implicadas en la sintesis hormonal, etc), en el 
campo de la ingeniería genética . 
Para favorecer la morfogénesis, además de las fitohormonas en 
el medio, se ha usado un variado tipo de otras sustancias. Para 
producir organogénesis se ha empleado con éxito una variedad de 
purinas, pirimidinas y ureas que sustituyan a las citoquininas . 
De modo similar, otros compuestos de tipo auxínico pueden 
reemplazar las necesidades de auxinas in vitro. En algunos casos 
se han citado otras fitohormonas con efecto organogenético, tales 
como el ácido giberélico y el ácido abscísico, pero no se puede 
generalizar su efecto como en el caso de auxinas y citoquininas, 
ya que a veces reprimen, otras mejoran o no tienen efecto en la 
formación de órganos (Thorpe, 1980). 
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Otros compuestos pueden estimular la organogénesis en distintas 
especies aparte de los reguladores hormonales, como es el caso 
de uridina, aminoácidos, varios ácidos fenólicos, etc. 
1.4.5. Cultivos en suspensión. 
De acuerdo con King (1980), el término cultivo en suspensión, 
no tiene una definición biológica clara. Estos sistemas de 
cultivos de tej idos, son evidentemente más que unos simples 
agregados de células suspendidas en medio líquido, y constituyen 
en la mayoría de los casos, un paso previo a las manipulaciones 
realizadas en ingeniería genética. 
Durante esta fase de cultivo existen algunas características 
como contener células morfológicamente homogéneas, con núcleo 
definido y citoplasma denso, gránulos de almidón, pérdida de la 
totipotencia, habituación hormonal, e incrementos de niveles de 
ploidía (King, 1980). 
Los cultivos en suspensión son generalmente iniciados con la 
transferencia de fragmentos de callos indiferenciados, 
generalmente de textura friable, a un medio líquido, y en estas 
condiciones se somete a una agitación continua a 50-150 rpm (en 
agitador orbital) durante el período de incubación (Smith, 1986). 
La división celular se podrá generar gradualmente por sí misma 
desde el inóculo, debido a la acción del líquido en movimiento. 
Tras un corto período de tiempo, el cultivo podría estar 
compuesto por simples células, agregados celulares de varios 
tamaños, piezas residuales del inóculo, y un resto de células 
muertas. 
La formación de una buena suspensión (cultivo consistente en 
un alto porcentaje de células simples y pequeños grupos 
celulares), es imprescindible como paso previo para conseguir una 
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alta respuesta a la formación de embriones. Para llevarlo a cabo, 
se requiere una gran cantidad de callos en el inóculo, 
aproximadamente 2-3 g/lOO ml (Hengelson, 1979). 
El grado de separación celular (friabilidad) de cultivos 
establecidos, puede ser modificado por un cambio en la 
composición de los nutrientes del medio; así, un aumento de la 
relación auxinas/citoquininas, podría en algunos casos producir 
mayor friabilidad, yen otros lo contrario (King y Street, 1977). 
Por tanto la elección de las condiciones físico-químicas es un 
proceso empírico ya que no existe un procedimiento estándar que 
pueda recomendarse para el establecimiento de cultivos en 
suspensión. 
Cuando un material vegetal se coloca en el medio de cultivo, 
hay un corto período previo a la aparición de cualquier signo de 
división celular. Esto es seguido de un crecimiento celular 
exponencial, y un incremento lineal en la población celular. Tras 
dicha etapa llega una desaceleración del crecimiento y 
finalmente, las células entran en una fase ·estacionaria en la 
cual no se dividen. Para conseguir el mantenimiento de la 
viabilidad del cultivo, las células deben ser subcultivadas antes 
de la fase estacionaria, y el período recomendado para hacerlo 
es durante la etapa de desaceleración, siendo un signo de ello 
cuando se observe la máxima densidad celular. Para algunas 
suspensiones esta densidad se alcanza al cabo de los 18-25 días, 
si en bien algunos cultivos muy activos podría ocurrir a los 6-9 
días (Street, 1977). 
El cultivo en suspensión está siendo usado como medio para el 
estudio de mecanismos bioquímicos básicos de resistencia a 
condiciones de estrés biótico (patógenos) o abiótico (salinidad, 
pH, etc.) y para generar nuevas plantas utilizando la variación 
somaclonal (Thorpe, 1983; Berlin y Sasse, 1985). 
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El cultivo de tejidos o células incrementa la frecuencia de 
mutación, favoreciendo la producción de genotipos diferentes 
entre las plantas regeneradas. Esta variabilidad inducida puede 
ampliar la base genética suministrando material para la mejora. 
La variación somaclonal es precisamente el nombre que se da a las 
mutaciones genéticas heredables que se producen durante el 
cultivo in vitro (Larkin y Scowcroft, 1981; de Klerk, 1990), y 
ha permitido obtener resistencia a enfermedades en álamo (Populus 
spp.) (Ostry y Skilling, 1988), apio (Apium graveolens L.) 
(Heath-Pagliuso y cols., 1988) Y geranio (pelargonium spp.) 
(Dunbar y Stephens, 1989). La variación somaclonal puede 
permitir, a través de una presión de selección física o química 
(herbicidas, salinidad, metales pesados, temperaturas extremas, 
etc.) sobre el cultivo in vi tro, y tras varios ciclos de 
selección, la obtención de una población de células tolerantes 
a la presencia del factor estresante. Esta población celular 
mutada, resistente o tolerante al estrés, si conserva la 
capacidad de regeneración de planta, permitirá en teoría la 
obtención de organismos que manifesten la tolerancia al factor 
de selección. 
1.5. Antecedentes en el cultivo in vitro en el algodÓn. 
El cultivo in vitro en algodón ha sido aplicado, durante la 
década de 1980, como una herramienta biotecnológica para el logro 
de distintos objetivos (Price y Smith, 1984; Frydrych, 1985). El 
cultivo de óvulos ha permitido el estudio de los factores que 
afectan la formación de la fibra; la obtención de callos y 
protoplastos, con el obj eto de producir híbridos somáticos 
mediante fusión superando barreras de incompatibilidad; el 
cultivo de anteras, para conseguir haploides o diploides 
homocig6ticos; el cultivo de embriones sexuales, para completar 
el desarrollo de embriones abortivos procedentes de híbridos 
incompatibles; el cultivo de yemas para el clonado de plantas. 
Sin embargo, la manipulación de esta planta in vitro ha sido un 
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proceso difícil cuando ha involucrado etapas de formación de 
tejido indiferenciado (Stewart, 1991). En la actualidad, el 
principal limitante a la aplicación de distintas técnicas de 
mejora in vitro en el algodón radica en la dificultad de 
regenerar plántulas por embriogénesis somática, proceso que sigue 
siendo de baja eficacia (Stewart, 1991). Así figuran como 
principales problemas, el largo tiempo empleado en la 
regeneración de plantas completas (2-3 años) (Davidonis y 
Hamilton, 1983), la esterilidad en los regenerantes (Trolinder 
y Shang, 1991), las anormalidades fenotípicas resultantes, y la 
frecuente detención del crecimiento de los embriones durante el 
período de incubación. 
Entre las especies más utilizadas en estas técnicas de mejora, 
han destacado G. hirsutum, G. barbadense, y G. arboreum, y los 
tipos de explantos utilizados por 10 general, han sido 
cotiledones, hipocótilos, mesocótilos y tejidos de óvulos. 
Este método presenta importantes ventajas respecto a otras 
técnicas, por la facilidad en la manipulación de embriones 
asexuales para su uso en ensayos de transformación genética y la 
obtención de plantas no quiméricas producto de la transformación, 
etc. En la actualidad existen trabaj os sobre embriogénesis 
somática a partir de callos, realizados en un tiempo 
relativamente breve para algunos cultivares de algodón (Gawel y 
cols., 1986; Shoemaker y cols., 1986; Trolinder y Goodin, 1987; 
Finer, 1988). Sin embargo, con el algodón, aún quedan importantes 
problemas que resolver, debido a la existencia de limitaciones 
en la respuesta específica de cada cultivar (Trolinder y Xhixian, 
1989) . 
La gran limitación impuesta por la dificultad de regeneración 
en los distintos genotipos, implica que la mayoría de los 
trabajos sobre transformación genética o selección de cultivos 
celulares de algodón tolerantes a distintos factores, se hayan 
basado en dos cultivares: Coker 312, en el caso de los grupos de 
investigación americanos, y Siokra 1-3, los grupos australianos. 
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El empleo de cultivares con mayor eficiencia embriogénica, como 
Coker 312, ha permitido la obtención de material tolerante a 
estrés por altas temperaturas (Trolinder y Shang, 1991) a partir 
de la selección de suspensiones celulares capaces de crecer 
expuestas a condiciones de estrés térmico . 
El inconveniente derivado del proceso de selección fue que las 
plantas regeneradas resultaban androestériles. Sin embargo, el 
empleo de suspensiones celulares del mismo cultivar ha permitido 
la transformación genética con Agrobacterium y la obtención de 
plantas tolerantes a herbicidas como el glifosato (Stewart, 1991) 
Y 2,4-D (Bayley y cols., 1992). La resistencia al herbicida 2,4-D 
se consiguió después de la incorporación de un gen procedente de 
Alcaligenes eutrophus, que codifica una proteína enzimática (2,4-
D monoxigenasa) que degrada el 2,4-D a 2,4-diclorofenol y 
glioxilato. En este caso, las plantas regeneradas resultaban 
resistentes al 2,4-D (hasta 3 veces la concentraciones usadas en 
cereales) y fértiles, por lo que pudieron hacerse estudios 
genéticos en la descendencia para su posterior uso en 
cruzamientos. 
El grupo autraliano de Cousins y cols. (1991) han tomado como 
material base para las transformacionnes genéticas el cultivar 
Siokra 1-3, también por ser el de mayor eficiencia en la 
regeneración, para los programas de obtención plantas 
transgénicas resistentes a 2,4-D y al ataque de insectos. Otros 
grupos de investigación, principalmente relacionados con 
compañías químicas productoras de herbicidas trabaj an en la 
obtención de plantas resistentes a herbicidas, como el 
bromoxinilo o productos activos del grupo de las sulfonilureas . 
Además de la extraordinaria ventaja que aportan a la mejora 
genética del algodonero las nuevas herramientas biotecnológicas 
(transformaciones genéticas con Agrobacterium, bombardeo con 
partículas de ADN, electroporación, etc . ), en cultivos celulares 
con potencial embriogénico, existen otros métodos de 
micropropagación, como el cultivo de yemas. Con esta técnica se 
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consiguen menores riesgos de inducir variaciones genéticas 
durante el paso in vitro, y mayores posibilidades de éxito en 
genotipos de difícil regeneración por embriogénesis somática. A 
través de este método también es posible la transformación 
genética (Ulian y cols., 1988; Gould et al., 1991), incluyendo 
además uno de los aspectos no menos importantes de la clonación 
por cultivo de yemas: la preservación, recuperación y 
multiplicación de germoplasma de alto valor con destino a la 
mejora genética (Bajaj y Gill, 1986; Altman y cols., 1990) 
1.6. Objetivos generales. 
En este trabajo se han elegido dos variedades de Gossypium 
hirsutum L., la Mocó AA4, de la raza Marie Galante, brasileña, 
con interesantes características agronómicas (gran vigor y 
resistencia al estrés hídrico), de la que no existen datos 
actuales sobre su comportamiento in vitro, y la variedad Coker 
310, empleada como referencia. 
Los objetivos planteados han sido los siguientes: 
1.- Estudiar la respuesta en la formación de callo. En este 
apartado se incluyen la determinación de las condiciones óptimas 
de cultivo (niveles hormonales, medios nutritivos), y el 
seguimiento de sus características como son la friabilidad, 
conservación del color, y capacidad embriogénica. 
2.- Estudiar la embriogénesis somática a partir de cultivos de 
callo y en suspensión establecidos con callos seleccionados. 
3.- Poner a punto de un método de micropropagación vegetativa 
a partir de yemas apicales y axilares para la multiplicación del 
material de colección. 
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2.1. Material vegetal 
En el desarrollo de este trabajo se emplearon semillas de 
algodón (Gossypium hisutum L.) de los cultivares Coker 310 y de 
Mocó AA4, un cultivar de algodón perenne (G. hirsutum L. raza 
Marie Galante). El cultivar comercial Coker 310 fue cedida por 
el Dr. J.C. Gutierrez Más, Departamento del Algodón (CIDA Las 
Torres-Tomejil) y el cultivar Mocó AA4 fue suministrada por el 
Ing. J. G. de Souza, Centro Nacional de Investigación de Algodón 
(CNPA-EMBRAPA) de Campiña Grande (Brasil). 
2.2. Medios de cultivo 
Los medios nutritivos empleados en los distintos experimentos 
realizados se basaron en los formulados por Murashige y Skoog 
(1962) y Gamborg y cols. (1968). Se prepararon disoluciones madre 
o stock concentradas 10 o 100 veces en agua des ionizada 
conteniendo la composición mineral indicada y se mantuvieron en 
cámara fría (4°C) hasta su uso en la preparación de medios de 
cultivo. 
2.2.1. Macronutrientes de Murashige y Skoog (MS). 
La composición en macronutrientes del medio de Murashige y Skoog 
(1962) se detalla en la Tabla 4, indicándose la concentración 
final en el medio de cultivo y la preparada en la solución madre 
(10 veces concentrada). Para la preparación de medios de cultivo 
se emplearon 100 mI de solución madre por litro de medio de 
cultivo. 
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TABLA 4. Composición de macronutrientes en el medio de Murashige 
y Skoog (1962). Concentración final en el medio de cultivo y en 
la solución madre (xlO). 
COMPONENTES Concentración Final Solución madre 
(mgm (g/l) 
KN0 3 1900 19.0 
NH4N03 1650 16.5 
MgS04·7H,O 370 3.5 
KH,P04 170 1.7 
CaCI,.2H,O 440 4.4 
2.2.2. Macro y micronutrientes de Gamborg (BS). 
Se preparó una solución madre 10 veces concentrada para los 
macronutrientes. de la que se emplearon 100 ml de medio por litro 
de cultivo (Tabla 5) . 
TABLA S. Composición en macrnutrientes del medio de Gamborg (BS). 
Concentración final en el medio de cultivo y en la solución madre 
(xlO) . 
COMPQÍIIENTES Concentración :final Solución madre 
(mgllJ (gil) 
KN03 2500 25.00 
(NH4I,S04 134 1.34 
NaH,P04·H,O 150 1.50 
CaCI,.2H,O 150 1.50 
MgS04·7H,O 250 2.50 
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La solución madre de micronutrientes 100 veces concentrada 
(Tabla 6), de la que se empleó 1 ml por litro de medio de 
cultivo. 
La formulación de micronutrientes del medio de Gamborg y cols. 
(196B) se usó en combinación con los macronutrientes MS para los 
estudios de embriogénesis somática. La composición en 
macronutrientes del B5 se utilizó fundamentalmente en los 
trabajos de organogénesis. 
TABLA 6 _ Composición en micronutrientes del medio B5_ 
Concentración final en el medio de cultivo y en la solución madre 
(x100) _ 
COMPONElfrES Cóné::entra~ión final Solución ·mad%:e 
(mg/l.) (g/l') 
KI 0,750 0,0750 
HJB03 3,000 0,3000 
MnSO._4HzO 13,200 1,3200 
ZnSO._ 7HzO 2,000 0,2000 
NazMoO. _ 2HzO 0,250 0,0250 
FeSO._ 7HzO 27,800 2,7800 
NazEDTA 37,300 3,7300 
CuSO._ 5HzO 0,025 0,0025 
CoCl._ 6HzO 0,025 0,0025 
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2.2.3. Medio Murashige y Skoog modificado (MSm). 
Este medio es similar al de Murashige y Skoog descrito 
anteriormente con la salvedad de que el nitrógeno sólo se 
suministra en la forma de nitrato, sin que aparezca la forma 
amoniacal. La solución madre (xlO) está expresada en g/l. De ella 
se emplearon 100 mI de medio por litro de medio de cultivo. 
TABLA 7. Composición del medio MSm. Concentración final en el 
medio de cultivo y en la solución madre. 
:~OMPONENTES Concentración -final Solución madre 
Img /1) Ig/IJ 
KNO, 3800 38.0 
CaCI2 ·2H2O 440 4.4 
MgSO • . 7H2 O 370 3.7 
KH2PO. 170 1.7 
2.2.4. Vitaminas. 
La relación de vitaminas en los medios empleados en los 
distintos experimentos sigue la composición indicada 
et al. (1968). Se preparó una solución madre 
por Gamborg 
200 veces 
concentrada, de la que se emplearon 5 ml de medio por litro de 
medio de cultivo (Tabla 8). El almacenamiento se hizo en cámara 
refrigerada de 4 · C. 
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TABLA 8. Relación de vitaminas del medio de Gamborg et al. 
(1968). Concentración final en el medio de cultivo y en la 
solución madre (x200). 
. . 
COMPONENTES Concer¡tración 'final Solución madre 
(ppml (g/SOml) 
Inositol 100,0 1,00 
Acido nicot[nico 1,0 0,01 
Piridoxina HCI 1,0 0,01 
Tiamina HCI 10,0 0;10 
2.2.5. Reguladores vegetales. 
El papel imprescindible que desempeñan los reguladores de 
crecimiento en el cultivo de tejidos vegetales, ya ha sido 
documentado en apartados anteriores. La adición de hormonas 
auxínicas en apropiadas concentraciones normalmente entre 0,01-10 
ppm, regula numerosos fenómenos (elongación y división celulares, 
iniciación de callos e inducción de la embriogénesis, formación 
de raíces adventicias, etc.), mientras que las citoquininas, son 
utilizadas en el cultivo de células a concentraciones 0,1-10 ppm, 
y suelen intervenir en procesos de regulación de la división 
celular, proliferación de tallos axilares y adventicios, etc. 
Los tipos de reguladores hormonales y sus características, 
empleados en nuestro estudio, se detallan en la Tabla 9. 
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TABLA 9. Relación de reguladores hormonales utilizados. Tipo de 
solvente, temperatura de almacenamiento y comportamiento frente 
a la esterilización. 
REGULADOR CONCENTRACION SOLVENTE ALM,ACE¡IIII.JE' 
CRECIMIENTO FiNAL (STOCKI (SOLUPION I 
2,4-D 100 ppm EtOH/IN NaOH 0-5·e 
ANA 100 ppm IN NaOH 0-5·e 
Ki 1000 ppm IN NaOH -o·e 
BA 100 ppm IN NaOH 0-5·e 
2iP 100 ppm IN NaOH -o·e 
A • Coautoclavabl e con otros componentes del medio, 
'CAI!ACTER 
A 
A 
A 
A/F 
A/F 
A/F = Coautoclavable con otros componentes, sin embargo, en algunos casos 
puede perder actividad, en cuyo caso puede ser incrementada se concentración. 
2.3. Esterilización de medios de cultivo 
En matraces Erlenmeyer se añadió el volumen de macronutrientes 
y se completó a volumen con agua desionizada. Se adicionaron los 
restantes componentes y se agitó hasta la disolución del azúcar. 
Cada matraz se tapó con un tapón de algodón y gasa y se cubrió 
con papel de aluminio. Seguidamente se llevó al autoclave para 
su esterilización (temperatura 120·e., presión 1 atm, 20 min). 
Pasado el correspondiente tiempo de despresurización, se retiró 
el medio y se enfrió en baño de agua (40 - 45 · C). Seguidamente, 
trabajando en la cámara de flujo laminar, se extendió en placas 
de Petri o tarrinas y se dejó solidificar. 
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2.4. Preparación del material vegetal 
2.4.1. Esterilización de semillas 
Una de las más importantes fuentes de contaminación en el 
cultivo in vitro es el propio material vegetal utilizado; por 
ello, es imprescindible su correcta desinfección antes de 
trabajar con él. 
Tras una previa selección de semillas, 
esterilización. El proceso consistió en: 
se pasó a su 
- Lavado previo para eliminar fungicidas, herbicidas, etc. de 
la cubierta seminal. En un recipiente con agua corriente se 
añadieron 1-2 gotas de detergente y se sumergieron durante unos 
15 minutos, agitando cada cierto tiempo; 
- Enjuague con abundantes pases de agua corriente para la 
eliminación de los restos de detergente; 
- Inmersión en etanol durante 1 minuto; 
- Inmersión durante 20 minutos en una solución al 50% de lejía 
comercial (aproximadamente 1.05% hipoclorito sódico); 
- Cinco lavados con agua estéril durante 5 minutos cada uno. 
Las semillas esterilizadas pueden contener una infección interna 
con microorganismos en sus tej idos. Para asegurarnos de la 
ausencia de contaminación o fallos del proceso de esterilización, 
se hicieron germinar las semillas sobre un medio sólido rico en 
nutrientes. La presencia de patógenos, detectada por el 
crecimiento sobre el tegumento y/o la placa de colonias de hongos 
o bacterias, permitió desechar el material contaminado antes de 
continuar con el proceso. 
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2.4.2. Esterilización del instrumental y asepsia. 
Los instrumentos metálicos utilizados en la manipulación 
(pinzas, bisturíes, etc.) fueron esterilizados previamente por 
calentamiento en un hornillo de bolas de vidrio a 250 oC y 
enfriados por inmersión en un baño en alcohol de 96°. 
Además se tuvieron en cuenta otro tipo de cuidados para cuidar 
la asepsia en todo el proceso, como: 
- impregnar y extender bien el alcohol de 96° por toda la 
superficie de la mesa de la cámara de flujo laminar; 
- precaución en la manipulación del material, evitando todo 
contacto entre el vegetal y un objeto no estéril; 
- trabajar con las manos limpias, sin hablar, con pelo recogido, 
mascarilla, etc.; 
- utilizar material desinfectante reciente o en buen estado. 
2.4.3. Germinación de semillas. 
Una vez esterilizadas, las semillas se c olocaron sobre medio 
sólido de germinación MS. El medio de germinación consistía en 
una solución compuesta de: macronutrientes MS (100 mIlI), 
sacarosa (20 gil) y agar (8,5 gil). 
Las semillas previamente esterilizadas, se colocaron con ayuda 
de pinzas sobre el medio (como norma general dispusieron 4 - 5 
semillas por placa o tarrina). Por último se realizó el tapado 
y sellado de los recipientes con Parafilm, y se llevaron a la 
cámara de cultivo para su germinación (16 h luz, 8 h oscuridad, 
intensidad luminosa 30JLE m·l s ·'; 26-23 'C) . 
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2.4.4. Aislamiento de explantos. 
Tras una semana desde la colocación de semillas en el medio de 
germinación, las semillas germinan y las plántulas aparecen con 
los dos cotiledones expandidos. En este momento se procedió al 
aislamiento de los explantos elegidos (hipocótilos o cotiledones) 
(Fig. 4ab). 
Los hipocótilos y cotiledones se aislaron en la cámara de flujo 
laminar efectuando los siguientes pasos: 
10. Separación de la plántula con ayuda de pinzas y bisturí 
sobre papel estéril o placa de Petri. 
2 0 • Nueva esterilización, sumergiendo en solución de lejía 
comercial (hipoclorito sódico 1,05%) diluida al 25%, durante 
5 minutos seguido por 3 lavados con agua estéril de 5 mino 
de duración cada uno. 
3 ° . Disección y troceado en rodajas finas (3-4 mm) (hipocótilos) 
o pequeñas porciones (3x3 mm) (cotiledones) (Fig. 4b). Se 
desecharon los fragmentos procedentes de los extremos del órgano 
elegido, en contacto directo con el hipoclorito. 
2.5. Métodos de embriogénesis somática 
Para poner a punto la regeneración por embriogénesis somática, 
se diseñaron diferentes ensayos para la inducción de callos, en 
los cuales se varió el suministro de hormonas en el medio, para 
posteriormente proceder al establecimiento de las soluciones 
celulares. A partir de ellas se emplearon dos métodos de 
regeneración asexual de embriones. 
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En una primera etapa, se empleó la técnica indicada por 
Trolinder y Goodin (1988ab). Posteriormente se utilizó el 
procedimiento empleado por Finer (1988) modificando algunos 
aspectos del proceso. 
2.5.1. Inducción de callos y subcultivo. 
Tras una semana desde la germinación de las semillas se tomaron 
los explantos seleccionados (hipocótilos y cotiledones) y se 
sembraron 5 unidades por placa de Petri en los medios de 
inducción. 
Se aplicaron distintas relaciones de auxinas/citoquininas para 
establecer los cultivos de callos. Los medios preparados, 
tuvieron como base la composición MS o B5 más las formulaciones 
señaladas en los siguientes experimentos. 
2.5.1.1. Callogénesis en medio MS. 
Este primer experimento se 
hipocótilos del cv. Mocó AA4 y 
realizó tomando porciones 
sembrándolos en los medios 
diferentes relaciones de auxinas/citoquininas: 
* Tratamiento 1: Control, sin reguladores hormonales. 
* " 2 : 0,1 ppm 2,4 - 0 / 0,5 ppm kinetina 
* " 3 : 1,0 ppm 2,4 -0 / 0,5 ppm kinetina. 
* " 4 : 1,0 ppm 2,4 -0 / 1,0 ppm kinetina. 
de 
con 
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2.5.1.2. Callogénesis en medio (B5) 
Se utilizó para ello el medio Gamborg et al. (1968) en donde la 
relación nitrato/amonio varía con relación al medio MS, más un 
aporte diferencial de hormonas. Se emplearon como explanto 
hipocótilos de cv. Mocó AA4. 
* Tratamiento 1: Control, sin reguladores 
* 
11 2 : 0,1 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki 
* 
11 3: 1,0 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki 
* 
11 4 : 0,1 ppm ANA / 0,5 ppm ki 
* 
11 5 : 1, ° ppm ANA / 0,5 ppm ki 
2.5.1.3. Relaciones hormonales en el crecimiento de callos y la 
diferenciación 
Para el conocer el efecto de los reguladores en el crecimiento 
celular y la diferenciación de estructuras embrioides, se evaluó 
el crecimiento y morfología de los tejidos, a partir de los pesos 
frescos de los callos, al cabo de 30 días de cultivo en medios 
con distintos niveles de 2,4-0 y ki. 
Los inóculos fueron porciones de callos de gran tamaño, 
friables, de coloración verde y alto potencial de regeneración, 
subcultivados en medio MS (0,1 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki), durante 
5 meses, procedentes de cv. Mocó AA4. La composición basal del 
medio fue MS, y los tratamientos con concentraciones de 
fitohormonas que figuran a continuación: 
* Tratamiento 1.- 0,1 ppm 2,4-0 / 0,0 ppm ki 
* 2.- 0,1 ppm 2,4-0 / 0,1 ppm ki , , 
* 3.- 0,1 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki , , 
* 4.- 0,1 ppm 2,4-0 / 1,0 ppm ki , , 
* 5.- 0,0 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki , , 
* 
6.- 0,5 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki , , 
* 7.- 1,0 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki , , 
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2.5.2. Embriogénesis somática en cultivos en suspensión. 
Método de Tro1inder y Goodin (1988abl 
2.5 . 2 . l. Cul ti vos celulares para la generación de embriones . 
Subcultivos 
El método Trolinder y Goodin (1988abl ha dado buenos resultados . 
para la embriogénesis somática del cultivar Coker 312. Consiste 
en la inducción de callos a partir de hipocótilos en medio 
sólido, empleando el medio MS suplementado con vitaminas y 
hormonas, y un posterior traspaso a medio líquido sin hormonas, 
donde se completa la formación de los embriones. Al ser el método 
más utilizado en algodón, se empleó en primer lugar para estudiar 
la embriogénesis somática del cv . Mocó AA4. 
El cultivo de células en suspensión se establece a partir de 
la siembra de una alta relación tejido/medio (1-2 g/25 ml) 
empleando callos friables, e incubando en 
(150 rpm). Al cabo de las 4-8 semanas 
dispersión de células, la aparición de 
un agitador orbital 
se consigue en una 
agregados celulares 
(estado previo a la formación de embriones) . 
Se prepararon distintos tipos de cultivos en suspensión, según 
la edad de los callos utilizados en la siembra, y se realizó un 
seguimiento de los mismos durante un 1 año, observando la 
evolución y anotando sus caracteríticas. 
El subcultivo de las suspensiones consiste en el repicado del 
material vegetal en un medio nutritivo fresco para mantener la 
concentración de nutrientes del medio original, y evitar la 
acumulación de inhibidores. Las renovaciones de medio se 
realizaron cada 7 días, a partir de ~a inoculación. 
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Se practicaron dos métodos de renovación (Figs. 2 y 3): 
Método 1°._ Se dejó reposar el matraz (MI) con el cultivo en 
suspensión de forma que los agregados celulares de mayor tamaño 
precipitaron en el fondo del recipiente. Después se realizó el 
volcado del sobrenadante para reemplazar posteriormente con 
medio estéril (M2), siendo así reemplazado el medio del cultivo 
con los agregados. 
Método 2 ° . - Cuando interesó recuperar separadamente suspensiones 
con agregados finos y gruesos, se realizó el cribado del 
contenido del matraz MI y se lavó con medio basal (macrosales 
y sacarosa). A continuación se renovó el medio con nueva 
solución (M3) estéril, recogiéndose el cultivo con agregados 
gruesos en un nuevo matraz (M4). Para recuperar la suspensión 
con los agregados finos, se realizó el volcado directo desde el 
vaso VI a un matraz estéril preparado (M5). 
2.5.2.2. Desarrollo y maduración de embriones 
Según Trolinder y Goodin, (1988ab), cuando han transcurrido 3 
o 4 semanas de incubación en medio MS desprovisto de hormonas , 
se pueden ya observar en la suspensión las unidades embrioides. 
El mayor porcentaje en la maduración y desarrollo de estos 
embriones se consigue sobre medio sólido MSm de composición 
similar al medio MS, con la salvedad que el nitrógeno se aporta 
exclusivamete en forma de nitratos (Davidonis y Hamilton, 1983). 
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2.5.3. Embriogénesis somática en cultivos en suspensión. 
Método de Finer (1988). 
Finer (1988) ha propuesto un método para la obtención de 
plántulas por embriogénesis somática, a partir de cotiledones del 
cultivar Coker 312. Este método incluye algunas diferencias con 
respecto al anterior, desarrolladas a continuación . 
2.5.3.1. Inducción de callos y subcultivos 
Para la iniciación de callos, porciones de cotiledones se 
colocan sobre un medio con MS, vitaminas B5, 
posteriormente se sustituye por 2% de sacarosa) 
5,7), y con la adición de 2 ppm de ANA y 1 ppm 
En nuestro caso, se tomaron los explantos 
semillas germinadas de los cvs. Coker 310 y 
3% glucosa (que 
y 0 . 8% agar (pH 
de ki. 
procedentes de 
Mocó 
sembraron sobre dicho medio. El subcultivo de los 
AA4, Y se 
callos se 
realizó cuando se observó un gran crecimiento de los callos o el 
agotamiento del medio. 
2.5.3.2. Cultivos celulares para la inducción de embriones . 
Subcultivo 
Una de las variantes que sigue el procedimiento de Finer, 
consiste en el establecimiento del cultivo de células en 
suspensión, empleando medio basal MS pero con el aporte de auxina 
0 , 1 ppm de 2,4-D con el objeto de favorecer la inducción de 
formas embrioides . Este tipo de cultivo en suspensión se denominó 
medio de inducción de embriones. 
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Tras la incubación en medio de inducción durante 1 mes, los 
agregados celulares se transfirieron a un medio de proliferación. 
Dicho medio es similar al anterior, pero con el aumento del nivel 
de 2,4-D hasta 5 ppm. El propósito de subcultivar en este medio 
con alto nivel de auxina es aumentar la proliferación y 
desarrollo celulares. 
Los cultivos liquidos en crecimiento fueron subcultivados 
semanalmente sustituyendo 25 ml de medio por igual volumen de 
medio fresco. 
2.5.3.3. Desarrollo y maduración de embriones 
Para el desarrollo de embriones es necesario lavar las 
suspensiones procedentes del medio de proliferación con medio 
basal sin hormonas (macronutrientes MS y sacarosa 2%), cribadas 
con filtros de diámetro de malla de 60 o de 40 mesh, (según el 
tamaño de los agregados), y transferirlas a medios liquidos MS 
sin hormonas con 15mM de glutamina. 
Durante un periodo de 1-2 meses los cultivos se refrescaron 
semanalmente, para posteriormente resuspender en medio de 
germinación MSm, modificación del medio de Davidonis y Hamilton 
(1983), donde el nitrógeno se aporta como nitrato en lugar de 
amonio (ver Tabla 7). 
2.5.4. Embriogénesis somática en medios solidificados con 
diferentes fuentes de nitrógeno y otros compuestos. 
Se diseñaron otros experimentos durante el periodo de estudio 
referentes a di versos métodos de obtención de embriones no 
cigóticos. 
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A partir de los agregados celulares formados en los medios 
líquidos o formas embrioides presentes en la superficie de los 
callos, se estudió la posible respuesta embriogénica en medios 
con diferentes fuentes de nitrógeno (MS, MSm) y compuestos con 
nitrógeno reducido con capacidad de inducir diferenciación 
(alantoína, putrescina) (Shetty y cols., 1992; Tiburcio y cols . , 
1993) . 
Se realizó la inducción de callogénesis a partir de cotiledones 
del cultivar Mocó AA4 y una vez formados los callos, se colocaron 
10 unidades de tejido embriogénico (de 1-2 mm de diámetro) por 
placa, se incubaron en cámara de cultivo, y el material de cada 
placa fue observado semanalmente con lupa. 
Los medios utilizados han sido: 
* Tratamiento 1.- MS sin aporte hormonal. 
* 2.- MSm sin aporte hormonal , , 
* 3.- MSm + 15 mM de gln , , 
* 4.- MSm + 15 mM de gln + 0,3% carbón activo , , 
* 5.- MSm + 1 mM de gln + 0,1 ppm ki , , 
* 6.- MSm + 1 mM de gln sin ki , , 
* 7.- MS + 0,1 ppm 2,4-0 , , 
* 8.- MS + 0,1 ppm 2,4-0 + 1mM de alantoína , , 
* 9.- MS + 0,1 ppm 2,4-0 + 1mM de putrescina . , , 
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2.5.5. Embriogénesis somática en el cultivar Coker 310. 
2.5.5.1. Callogénesis en medios MS con diferentes relaciones 
hormonales 
Para el estudio de la génesis de callos y respuesta embriogénica 
se compararon distintos reguladores: 2,4-0 y ANA como auxinas y 
ki Y BA como fuentes de citoquininas. La composición basal de los 
medios fue MS, y los explantos tomados de cotiledón de Coker 310. 
Los tratamientos fueron los que figuran a continuación. 
* Tratamiento 1.-
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
, , 
2.-
3.-
4.-
5.-
6.-
7 .-
8 .-
9.-
10. -
11 . -
2,0 ppm ANA / 1,0 ppm ki 
0,2 ppm ANA / 0,1 ppm ki 
0,2 ppm ANA / 0,01 ppm ki 
0,02 ppm ANA / 0,1 ppm ki 
0,02 ppm ANA / 0,01 ppm ki 
0,1 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm ki 
0,01 ppm 2,4-0 / 0,05 ppm ki 
0,1 ppm 2,4-0 / 0,5 ppm BA 
0,01 ppm 2,4-0 / 0,05 ppm BA 
0,1 ppm ANA / 0,5 ppm BA 
0,01 ppm ANA / 0,05 ppm BA 
2.5.5 . 2. Inducción a la embriogénesis somática en cultivos en 
suspensión. 
Se seleccionaron callos friables bien desarrollados, y se 
establecieron los cultivos en suspensión para proseguir con la 
etapa de inducción de embriones. Se empleó el método de Trolinder 
y Goodin (1988ab), según el cual el cultivo celular se mantiene 
durante 4 semanas, con reposiciones de medio fresco semanales. 
Posteriormente los agregados se recolectaron y transfirieron a 
medio MSm sin reguladores, en donde se completa el desarrollo 
embrionario. 
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2.6. Micropropagación por yemas vegetativas 
Tras los experimentos de embriogénesis somática, se llevó a cabo 
una técnica de propagación vegetativa a partir de yemas de 
algodón, basada en el método desarrollado con éxito por Gould y 
cols. (1991) para algunos cultivares de G. hirsutum y G. 
barbadense. 
2.6.1. Micropropagación por yemas apicales. 
2.6.1.1. Preparación del material vegetal: esterilización y 
siembra de semillas 
El material utilizado para la puesta a punto de este método fue 
el cultivar Coker 310. Posteriormente, se aplicó el mismo 
procedimiento para la propagación del cv. Mocó. Primeramente se 
dió lugar a la esterilización de las semillas según se detalla. 
- Lavado en un frasco con agua y 1-2 gotas de detergente 
durante 15 minutos, agitando de vez en cuando. 
- Enjuague durante 30 minutos con abundante agua 
corriente. 
- Inmersión en etanol absoluto durante 1 minuto. 
- Inmersión en una solución de lejía comercial al 50 % (v/v) 
con aproximadamente un 1,05% de hipoclorito sódico (20 min.). 
- Lavados con agua estéril al menos 5 veces durante cinco 
minutos cada uno. 
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Seguidamente se preparó un medio de germinación cuya composición 
fue: macronutrientes MS 100 ml/l, 2% de sacarosa, y 0,8 % de agar 
(pH 5,7), Y se realizó la siembra de semillas (5-6 unidades por 
tarrina) . Se incubaron en la cámara de cultivo durante un periodo 
de 7 dias, bajo condiciones de 26-23 oC 30~Em-2s-1 de 
iluminación, hasta que las plántulas expandieron sus cotiledones. 
2.6.1.2. Preparación de medios de cultivo 
El medio nutritivo utilizado para el cultivo de yemas apicales 
consistió en : macronutrientes MS (100 ml/l) , micronutrientes B5 
(10 ml/l) , vitaminas B5 (5ml/l), y sacarosa (2%). El regulador 
hormonal fue kinetina (0,1 ppm) yagar (0,65%), (en este caso la 
proporción del agente gelificante se disminuye para conseguir una 
menor resistencia en la introducción de la yema en el medio 
solidificado) . 
2.6.1.3. Aislamiento de explantos. Siembra 
Los explantos utilizados fueron yemas terminales de vástagos, 
de aproximadamente 2-3 mm. de longitud, extraidas de plántulas 
crecidas en condiciones axénicas. Tras la germinación de las 
semillas, se procedió a la separación del explanto: la yema 
apical. 
Sobre papel de filtro estéril se colocó la plántula (Fig. 10). 
Con ayuda de pinzas y bisturi, se tomó la yema apical separada 
del vástago, y se colocó después en una placa de Petri. 
Se sembraron en tubos 15 yemas apicales por tratamiento. Se 
cerraron con tapones de plástico y se sellaron con Parafilm. La 
incubación transcurrió durante 1 semana en la cámara de cultivo. 
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2.6.1 . 4 . Cultivo de vástagos 
Las yemas incubadas durante una semana sobre medio MS con 
kinetina (0,1 ppm) , presentaron una longitud de 1-2 centímetros, 
con 2 hojas verdaderas expandidas . Seguidamente se tranfierieron 
a medio de cultivo de vástagos, idéntico al anterior, pero sin 
el aporte de kinetina, en donde permanecieron durante dos 
semanas . Al cabo de este período de tiempo en el cual se 
desarrollan y emiten nuevas hojas, los tallos se traspasaron a 
un nuevo medio MS con carbón activo al 0,3%. 
Gould Y col. (1991), citan como una limitación importante en el 
crecimiento de vástagos desde meristemos, la denominada 
"autoinhibición" de la planta. Esto es debido a la síntesis 
endógena de ácido abscísico, un regulador que produce la 
miniaturización del vástago, pérdida de coloración y detención 
total del crecimiento, y que nos indicaba el momento en que 
habían de transferirse de nuevo a medio MS sin carbón. Así, el 
proceso de cambio de medio con y sin carbón activo, debe 
repetirse alternativamente durante un 1-2 meses, hasta que se 
optimizan el crecimiento y el enraizamiento de los vástagos. 
2 . 6 . 1.5 . Enraizamiento 
El enraizamiento se consigue después de la transferencia 
alternativa de las plantas a medio MS con y sin carbón . 
Contrariamente a lo citado por Gould y col. (1991), no se ha 
hecho necesario el uso de agentes enraizantes, ya que los 
vástagos emitieron raíces espontáneamente, tanto en la variedad 
Coker 310, como en la r·locó AA4. 
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2.6.1.6. Cultivo de plantulas en solución nutritiva (medio 
hidropónico) 
En el proceso de micropropagación a partir de yemas vegetativas, 
para la etapa previa a la transferencia a suelo, las plántulas 
desarrolladas in vitro (con aproximadamente 12 cm de altura) se 
cultivaron en una solución nutritiva basada en la indicada por 
Hewitt (1966). Esto tenía por objeto aumentar el número de raíces 
y por tanto la capacidad de supervivencia de las plantas. La 
solución modificada para dar menor nivel de N contiene los 
siguientes macronutrientes: 4 mM NOJ· ; 4 mM K; 1 mM H2P04 · ; 2 mM 
Ca; 1 mM Mg; Y 2,5 mM SO/· . Los micronutrientes se suministran a 
l~ siguiente concentración: 4 ppm Fe (como FeEDDHA); 0,55 ppm Mn; 
0,064 ppm Cu; 0,065 ppm Zn; 0,54 ppm B; 0,048 ppm Mo; y 0,012 ppm 
Ca. 
La preparación de las soluciones stock se hizo diluyendo las 
sales que figuran a continuación en 1 litro de volumen total: 
(1) Solución madre de macro y micronutrientes: 
- KH2P04 13,61 gil 
- MgS04 • 7H2O 36,90 , , 
- MnS04 ·H2O 0,249 , , 
- CuS04 • 5H2O 0,024 , , 
- ZnS04 • 7H2O 0,0296 , , 
- H3B03 0,186 , , 
- (NH.l6M070".4H2O 0,0035 , , 
- CoSO,. 7H,o 0,0028 , , 
- 138Fe (Sequestrene) 4 , , 
(2) Solución 1 M de (NO) ,Ca: 236,1 gil 
(3) Solución 0,5 M de SO,K,: 87,13 gil 
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La solución nutritiva se preparó con 10 mI de solución (1), 2 
mI de solución (2) y 3 mI de solución (3) completándose a 1 1 con 
agua desionizada. 
Los recipientes preparados para dicha solución nutritiva, se 
cubrieron con plástico negro para evitar la proliferación de 
algas en el medio. Se procedió al lavado de los vástagos con 
agua, para la eliminación de los restos de medio sólido. Las 
pántulas se colocaron en los recipientes preparados al efecto, 
y se sujetaron con espuma de poliuretano, a una tapadera con 
perforaciones (Fig. 13a) . 
La parte aérea de las plátulas se cubrió con una bolsa de 
polietileno para evitar la deshidratación. Dadas las condiciones 
de crecimiento existentes el tubo de ensayo, se requiere un 
período de adaptación progresivo de los vástagos a las 
condiciones de humedad relativa ambiental. 
2 . 6.1 . 7 . Traspaso a suelo 
Tras el desarrollo durante 20 días en cultivo hidropónico, se 
pasaron a macetas con turba en donde se mantuvieron durante un 
tiempo (30 días) bajo condiciones estables (en fitotrón: 25°C y 
80% de humedad relativa) . Se realizó la perforación progresiva 
del plástico que cubría la parte aérea hasta su total apertura, 
y seguidamente se aclimataron a las condiciones de invernadero 
(Fig. 13b). 
2.6.2. Micropropagación por yemas axilares. 
Uno de los problemas que se plantean en la propagación de 
plantas de algodón a partir de yemas axilares, es la baja 
actividad de estas yemas, debido a su permanencia en un estado 
de latencia . 
53 
En laboratorio hemos comprobado corno las yemas axilares no 
crecen al mismo ritmo que los brotes apicales en el mismo medio 
nutritivo empleado, sobre todo, si se localizan muy cerca de la 
base del tallo. Se plantea entonces la necesidad de encontrar el 
medio nutritivo que desencadene en breve tiempo la salida de 
latencia, y la regeneración de la planta completa. El material 
vegetal elegido es el mismo que en experimentos anteriores: cvs . 
Coker 310 y Mocó AA4. 
2.6.2.1. Preparación de medios de cultivo 
Para lograr la salida del estado de latencia, y comprobar el 
porcentaje de brotación y enraizamiento, se prepararon medios 
alternativos en los que se variaron la fuente de nitrógeno y los 
aportes de citqquininas. Se tomaron 10 yemas axilares por 
tratamiento. 
- Medios con diferentes formas químicas de nitrógeno o relaciones 
amonio/nitrato 
Los medios fueron: MS, MSm, MSm con 2rnM gln, y B5. El resto de 
componentes presente en todos ellos fueron: micronutrientes B5 
(10 ml/l) , 2% sacarosa y 0,65% agar, y 0,1 ppm ki. 
- Medios nutritivos con aportes diferenciales de citoquininas 
Se emplearon medios MS más el aporte de diferentes citoquininas, 
kinetina (ki), bencilaminopurina (BA) y 6- dimetil-alil-amino-
purina (2iP), todas ellas a la misma concentración de 5 ppm. 
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2.6.2.2 . Aislamiento de yemas axilares 
Se seleccionaron las plantulas más vigorosas de las recuperadas 
a partir de yemas apicales (longitud de 8 - 10 cm, perfectamente 
enraizadas y con una media de 4 - 5 yemas axilares viables), y se 
procedió al aislamiento de ellas en la cámara de flujo laminar, 
y a la siembra en tubos con los diferentes medios . 
2 . 6 . 2 . 3. Cultivo de vástagos 
Tras una semana de permanencia en los tubos preparados, las 
yemas axilares se repicaron en medios frescos, pero sin el aporte 
hormonal . Allí se incubaron durante 2 semanas, traspasádose a 
medios alternativos con y sin aportes de 0,3% de carbón activo. 
Al cabo de 2 meses de incubación se evaluaron los efectos 
producidos por las citoquininas y la fuente de nitrógeno de los 
tratamientos empleados. 
2.7. Recuperación de yemas contaminadas por tratamiento 
antibiótico 
Durante el período de incubación de yemas, se produjeron 
contaminaciones bacterianas que motivaron el empleo de un método 
de desinfección. El estado de infección del material vegetal era 
avanzado, por lo que se procedió a: 
- Eliminación de hojas contaminadas 
- Lavado durante 15 minutos en un frasco con agua y detergente 
(1 - 2 gotas), agitando periódicamente 
- Tres enjuagues con agua estéril durante 5 min cada uno 
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- Inmersión en una solución con hipoclorito (1,05%) al 20% vlv 
(15 min) 
- Aplicación del tratamiento antibiótico (15 ppm de rifampicina) 
(Kneifel y Leonhardt, 1992) mediante filtración, a una solución 
nutritiva estéril (macronutrientes MS (100 mIlI) , micronutrientes 
B5 (10 mIlI) , vitaminas B5 (5 mIlI) y sacarosa (2%). 
Se colocaron el 50% de las yemas contaminadas en placas de Petri 
con rifampicina y el 50% en placas sin el antibiótico . Tras un 
período de 5 semanas se traspasaron las yemas a tubos de ensayo 
en donde continuaron su crecimiento, y se evaluó el efecto del 
tratamiento bactericida. 
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3.1. Embriogénesis somática 
El proceso de embriogénesis somática en algodón de la variedad 
Mocó AA4 se estudió siguiendo protocolos establecidos para las 
variedades Coker 310 y 312 (Finer, 1988; Trolinder y Goodin, 
1988ab), y con distintos experimentos realizados con tratamientos 
hormonales, fuentes de nitrógeno, y compuestos inductores de 
embriogénesis (Stuart y Strickland, 1984; Shetty y cols., 1992; 
Tiburcio y cols., 1993). En estos experimentos se estudió l a 
respuesta en la formación de callo y estructuras embrioides 
empleando distintos medios solidificados. 
Los estudios de regeneración mediante embriogénesis somática de 
cultivos en suspensión se desarrollaron, en primer lugar, 
empleando el método propuesto por Trolinder y Goodin (1988ab) con 
la variedad Mocó AA4. En una siguiente etapa se siguió el 
protocolo de Finer (1988) para comprobar la respuesta 
embriogénica de este cultivar según la metodología descrita para 
el algodón. Por último, se realizó otro estudio con una variedad 
adicional, Coker 310, aplicando el método de Trolinder y Goodin 
(1988ab) . 
A continuación, se describen los experimentos realizados en las 
diferentes etapas del proceso de multiplicación por embriogénesis 
somática, comenzando con los efectuados durante el proceso de 
inducción de callo, para continuar con los procedimientos de 
embriogénesis somática de cultivos celulares en suspensión 
(Trolinder y Goodin, 1988ab; Finer, 1988). 
3.1.1. Inducción de callos. 
La inducción de callos a partir de explantos de hipocótilos y 
cotiledones permitió obtener agrupamientos celulares de distinta 
textura, color y aspecto (Fig. 4c y 4d). La consistencia de los 
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callos varió de dura a friable, y en algunos casos mucosa . Los 
colores también fueron variables incluso en callos obtenidos del 
mismo tipo de explanto: desde el color crema hasta el color 
verde, a verde-grisáceo y con tendencia al oscurecimiento con el 
tiempo de incubación . Este carácter también ha sido observado por 
otros autores al emplear varios genotipos de algodón (Shoemaker 
y cols . , 1986), y es considerado como muy importante, en cuanto 
a que ciertos tipos de callo poseen mayor potencial embriogénico 
(Gawel y cols., 1986; M.C. Peeters, comunicación personal). 
Algunos autores (Gawel y cols., 1986) encontraron que el 
aspecto (color, consistencia) del callo se asociaba con la 
capacidad embriogénica sólo en algunos genotipos. De esta forma, 
observaron que varios cultivares eran capaces de formar callos 
de color ocre a grisáceo y friables en diferentes medios, pero 
sólo el cultivar Coker 312 producía embriones a partir de callos 
con tales características. 
En la Figura 4c y 4d se puede observar, por un cierto grado de 
diferenciación (Fig. 4c), la existencia de variabilidad en el 
potencial embriogénico en callos procedentes del mismo explanto 
y tipo de medio como ya describieran Trolinder y Goodin (1988ab) . 
3.1 . 1 . 2 . Callogénesis en medio MS 
Este ensayo de inducción de callos se llevó a cabo a partir de 
hipocótilos del cv. Mocó AA4 empleando medio MS sometidos a 
distintas combinaciones de los reguladores 2,4-D y ki (Tabla 10) . 
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Figura 4. Inducción de callos en el cultivar Mocó AA-4: (a) 
mantenimiento de cotiledones en medio MS¡ (b) explantos de 
cotiledón en medio de inducción¡ (c) y (d) dos tipos de 
callos con diferencias de color, friabilidad y potencial 
embriogénico. 
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La relación hormonal que produjo mayor crecimiento fue 0,1 ppm 
de 2,4 - 0 en combinación con 0,5 ppm de ki. Con mayores 
concentraciones de 2,4-0 , o de 2,4-0 y ki (tratamientos 3 y 4) 
se observó un crecimiento menor. En ausencia de reguladores no . 
se observó crecimiento de callos. Trolinder y Xhixian (1989) 
encontraron la mayor respuesta embriogénica de varios genotipos 
de algodón en una relación 2,4-0/ki como la del tratamiento 2 
(0,1/0,5 ppm); sin embargo, en nuestro caso, ese nivel hormonal, 
si bien promovió el máximo crecimiento de callo, no permitió 
detectar procesos embriogénicos en Mocó AA4. 
Tabla 10. Efecto de la relación auxina/citoquinina en la 
formación de callos a partir de hipocótilos del cultivar Mocó 
AA4. Valores calculados en base a cuatro repeticiones (placas) 
por tratamiento con cinco explantos por placa (en %). 
'rratamiento 
fRegul'adores 
1 Control 
2 2,4-D/ki 
3 2,4-D/ki 
4 2,4-D/ki 
Concen'l;;:;ac'ión 
{pp)l;() 
. . . 
0,0/0,0 
0,1/0,5 
1,0/0,5 
1,0/1,0 
3.1.1.3. Callogénesis en medio B5 
ca1,lo.l'lé%!,.esis 
(%l. 
° 
90 
30 
50 
La forma de suministro de nitrógeno y de auxinas en el medio 
puede tener gran influencia en los procesos de organogénesis y 
embriogénesis (Kohlenbach, 1978; Thorpe, 1983). En este 
experimento se estudió la respuesta de la callogenésis y 
embriogénesis a la fuente de nitrógeno, empleando una relación 
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nitrato/amonio distinta a la existente en el medio MS. Para esto 
se estudió la inducción de callos con el cv. Mocó AA4 utilizando 
medio BS (Gamborg y cols., 1968), donde el nitrógeno se 
suministra principalmente en forma de nitrato (2S mM), Y el 
amonio está presente en baja concentración (2 mM) . 
Las relaciones hormonales empleadas en este experimento 
coincidieron en parte con las empleadas en el experimento 
anterior, incluyéndose además ácido naftalénacético (ANA) como 
otra fuente de auxina (Tabla 11) . 
Tabla 11. Formación de callos en el cultivar Mocó AA4 empleando 
un medio con distinta relación nitrato/amonio (B5) y distintas 
relaciones auxina/ ci toquinina. Valores calculados en base a 
cuatro repeticiones (placas) por tratamiento con cinco explantos 
por placa (en %) . 
!l'r'at~ien:to Concenhacic$1'i: ... (;i.~i~c?i~éf!iÍ3 
Regp;lá,dprj!!s (ppm) '(.9,l) 
1 Control 0,0/0,0 
° 
2 2,4-D/ki 0,1/0,5 90 
3 2,4-D/ki 1,0/0,5 30 
4 ANA/ki 0,1/0,5 10 
5 ANA/ki 1,0/0,5 50 
Se puede observar (Tabla 11) que el proceso de callogénesis 
utilizando un medio con menor proporción de amonio (BS), resulta 
similar al medio con mayor nivel de amonio (MS), a igual nivel 
de concentración en auxina y citoquinina. En cuanto al tipo de 
auxina, se puede observar que el ANA fue menos eficiente que el 
2,4 - D en inducir formación de callo, al menos en las 
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concentraciones empleadas. Al igual que observaron Trolinder y 
Goodin (1988a), la inclusión de 2,4-D o ANA corno auxina produjo 
efectos en el tipo de callo obtenido, con diferencias en color 
y consistencia. Durante el período de incubación de este 
experimento no se observó diferenciación en las masas de callos 
que pudiera indicar inicio del proceso de embriogénesis . 
3.1.1.4. Relaciones hormonales en el crecimiento de callos y la 
diferenciación 
Para ampliar el estudio de la respuesta embriogénica en Mocó 
AA4, se ensayó un nuevo rango de relaciones hormonales que 
pudiera tener un efecto embriogénico en el cultivar, realizando 
otro experimento donde se empleó corno material de partida callos 
de Mocó AA4 establecidos y mantenidos en medio MS (Tabla 12). La 
concentraciones de 2,4-D y ki seleccionadas fueron similares a 
las utilizadas por otros autores (Gawel y cols., 1986; Shoemaker 
y cols . , 1986; Trolinder y Goodin, 1988a). 
El tratamiento 3 (0,1 ppm 2,4-D/0,s ppm ki) fue el que produjo 
mayor crecimiento de callo, seguido por los tratamientos 7 
(1,0/0,5) Y 6 (0,5/0,5), aunque sin diferencias estadísticamente 
significativas entre los mismos . El menor crecimiento se obtuvo 
con elevado nivel de citoquininas (1 ppm ki) (tratamiento 4), o 
en ausencia de auxina y 0,5 ppm ki (tratamiento S). Esto subraya 
la importancia del correcto balance auxina/citoquinina en el 
medio para el crecimiento celular (Thorpe, 1983). 
Otro fenómeno observado en presencia de altos niveles de 2,4-D 
(0,5-1,0 ppm) , fue el oscurecimiento de tejidos hacia el final 
del período de incubación, aparentemente debido a la acumulación 
de compuestos antociánicos. 
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Tabla 12. Efecto de la relación auxina/citoquinina (2,4-D/ki) en 
el crecimiento (pesos fresco) de callos de algodón cv. Mocó AA4 
al cabo de 30 dí~s de cultivo en medio MS. El inóculo consistió 
en callos subcultivados durante 5 meses. Cuatro repeticiones 
(placas) con 5 submuestras (explantos). 
Tratamiento 2,4-D/ki Peso ,fresco inóculo Peso fresco final 
(ppm) (g/placa) (g/placa) 
1 0,1/0,0 0,25 3,54 
2 0,1/0,1 0,30 3,08 
3 0,1/0,5 0,30 5,51 
4 0,1/1,0 0,31 2,01 
5 0,0/0,5 0,32 0,56 
6 0,5/0,5 0,30 4,61 
7 1,0/0,5 0,34 5,05 
MDSO•05 ns 2,11 
Así como la presencia de auxina se manifiesta como 
indispensable para el crecimiento , como puede verse en el 
desarrollo mínimo observado en los callos subcultivados en el 
tratamiento 5, la presencia de 
imprescindible para el crecimiento: 
citoquinina no parece 
en ausencia total de ki 
(tratamiento 1) , los callos presentaron, aunque con menor vigor, 
un desarrollo considerable . 
En este experimento no pudo observarse, sin embargo, 
diferencias inducidas por los tratamientos hormonales en el tipo 
de células formadas. Las células que constituían la masa callosa 
permanecieron indiferenciadas sin dar origen a estructuras 
proembriogénicas. 
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Los resultados obtenidos en los experimentos previos permiten 
afirmar que el cultivar Mocó ~4, con gran capacidad callogénica 
en distintos medios, no presentó capacidad embriogénica en los 
distintos tratamientos a los que fue sometido. 
3.1.2. Embriogénesis somática en cultivos en suspensión. 
La embriogénesis somática en algodón es un proceso cuya 
eficacia puede variar según el sistema de cultivo empleado. Gawel 
y Robacker (1990) señalaron que se producen más embriones en 
medio líquido que en medio sólido. En los experimentos que se 
describen a continuación se estudia la embriogénesis somática en 
Mocó AA4 en cultivos en suspensión, siguiendo los protocolos de 
Trolinder y Goodin (1988b) y Finer (1988). 
El proceso se inicia con la inducción de callo en medio 0,1 ppm 
2,4-D y 0,5 ppm ki, a partir de los cuales se establecen las 
suspensiones celulares para inducir la embriogénesis somática. 
3.1.2.1. Embriogénesis somática con el método de Trolinder y 
Goodin 
Empleando el procedimiento de Trolinder y Goodin (1988b), se 
realiza la transferencia de los callos embriogénicos a un medio 
líquido en ausencia de hormonas, donde los agregados celulares 
completan el desarrollo pasando por las distintas etapas 
descritas (Fig. 1). 
En los experimentos realizados en este trabajo, se procedió al 
establecimiento de suspensiones celulares en medio MS en ausencia 
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de reguladores, con callos de Mocó AA4 de color verde o crema y 
alta friabilidad. Esto permitió obtener suspensiones que 
mostraron diferentes densidad y color (Fig. Sa). 
En medio líquido, algunos cultivos mostraron gran capacidad de 
crecimiento, y en etapas iniciales, las células presentaban una 
morfología característica, generalmente alargada y muy vacuolada 
(Fig. Sb). 
En estadíos posteriores, en algunas suspensiones celulares se 
comenzó a observar la formación de agregados (Fig. 6a y 6b) de 
muy diversos tamaños. En dichos medios se pudo observar en poco 
tiempo, un oscurecimiento del medio de cultivo, que podría 
corresponder a la liberación de compuestos fenólicos por las 
células en suspensión. 
Los agregados celulares continuaron su crecimiento 
constituyendo formaciones mayores (Fig. 6b) sin mostrar una clara 
evolución morfológica hacia los tipos finales de los estados 
embriogénicos. Al cabo de 8 semanas las suspension~s establecidas 
con callos de 1 mes de edad mostraban escaso crecimiento, 
mientras que las correspondientes a callos repicados durante S 
meses, contenían agregados de tamaño considerable (1-3 mm 
aproximadamente) . 
Tras sucesivas 
celulares de Mocó 
renovaciones de medio, las suspensiones 
AA4 no derivaron hacia formas embrioides y en 
algunos matraces, los agregados de color verdoso terminaban 
perdiendo este color y su capacidad de crecimiento. 
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Figura 5. Suspensiones celulares del cultivar Mocó AA-4: 
(a) diferentes tipos de suspensiones celulares obtenidas; 
(b) microfotografia de una suspensión celular con alta 
densidad (x200). 
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Figura 6. Fases del desarrollo embriogénico en el cultivar 
Mocó AA-4: (a) microfotografia de una suspensión celular 
con agregado celular de estructura indefinida (x200)¡ (b) 
macrofotografia de agregados celulares en estados de 
desarrollo avanzado (x20). 
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3.~.2.2. Embriogénesis somática con el método de Finer 
Debido a los resultados negativos obtenidos con el método 
anterior en el cul ti var Mocó AA4, se consideró importante 
estudiar la capacidad de embriogénesis somática siguiendo el 
método propuesto por Finer (1988) con la misma variedad. En este 
método, los callos se pasan a un medio con auxina, que permite 
la división celular y la inducción de estructuras proembrioides 
(0,1 ppm 2,4-D). A continuación se llevan a un medio con mayor 
concentración de auxina (5 ppm 2,4 - D), donde los tejidos 
embriogénicos reducen su tamaño y proliferan como agregados 
celulares globulares. 
Los cultivos en suspensión, establecidos con callos friables de 
distintos tiempos de repicado (1, 2 Y 8 meses) mostraron 
caracteristicas similares a las obtenidas en el método anterior. 
Las suspensiones establecidas a partir de callos más jóvenes 
presentaron agregados que oscilaban entre 0,5-1 mm de diámetro 
como máximo. En cambio, las correspondientes a callos repicados 
durante 8 meses, llegaron a formar agregados celulares de mayor 
tamaño (hasta 2 mm) . 
El paso posterior, la transferencia a medio de suspensión con 
5 ppm 2,4-D, donde el tejido embriogénico prolifera (Finer, 
1988), hizo que algunas suspensiones crecieran hasta alcanzar una 
gran densidad celular, mientras otras mantenian agregados 
celulares con distinta capacidad de crecimiento. 
El siguiente paso de este protocolo es la transferencia a medio 
sin hormonas con glutamina (15 mM) para completar el desarrollo 
embrionario. Cuando se incluyó glutamina en el medio, el cultivo 
celular proliferó y se desarrolló en ausencia de reguladores. La 
no inclusión de auxinas, o la reposición de nutrientes mediante 
el refrescado de medios, son factores importantes en la 
culminación del desarrollo embrionario (Finer, 1988). 
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Tras un período de subcultivo de 2-3 meses, los agregados 
presentes en suspensiones celulares del cultivar Mocó AA4 
permanecieron en estado indiferenciado, sin que se observara la 
polarización del crecimiento típica de las agrupaciones celulares 
embriogénicas. 
3.1.3. Embriogénesis somática en medios solidificados con 
diferentes fuentes de nitrógeno y otros compuestos. 
Con agregados celulares procedentes de los cultivos en 
suspensión 
diferentes 
también se ensayaron otros medios de cultivo 
a los de Trolinder y Goodin (1988ab) y Finer (1988), 
con el objeto de dirigir el crecimiento hacia la embriogénesis. 
Se emplearon diferentes medios de cultivo agarificados, donde 
se cambió la proporción amonio/nitrato, de gran importancia en 
la manipulación de la embriogénesis (Thorpe, 1983; Grimes y 
cols., 1990), o bien incluyendo compuestos nitrogenados 
(glutamina, alantoína, putrescina) que se han señalado como 
inductores de diferenciación en otras especies (Stuart y 
Strickland, 1984; Shetty y cols., 1992; Tiburcio y cols., 1993). 
Tras la recolección de dichos agregados presentes en las 
suspensiones, se incubaron en diferentes medios que contenían 
distintas fuentes de nitrógeno (nitrato, glutamina, putrescina, 
alantoína), u otros componentes (citoquinina, carbón activo) con 
el objeto de permitir el desarrollo embriogénico. 
Después de 2 meses de incubación, no se pudo observar 
crecimiento celular ni desarrollo de los agregados celulares 
hacia formas embrioides, por lo que ninguno de los factores 
empleados en este experimento fue activo en el proceso (datos no 
presentados) . 
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3.1.4. Embriogénesis somática en e1 cultivar Coker 310. 
Al haberse demostrado con los experimentos realizados con el 
cultivar Mocó AA4 la ausencia de respuesta embriogénica, se 
realizaron estudios con otro cultivar de algodón con mayor 
potencial embriogénico, como Coker 310 (Trolinder y Xhixian, 
1989) . 
Con la variedad Coker 310 se puso en práctica el método de . 
embriogénesis somática propuesto por Trolinder y Goodin (1988ab) 
de mayor sencillez operativa. 
Como en el caso de los experimentos realizados con el cultivar 
Mocó AA4, también se realizaron ensayos durante la etapa de 
callogénesis con el objeto de estudiar la respuesta embriogénica 
a los medios de cultivo con distintas relaciones hormonales. 
3.1.4.1. Efecto de los reguladores en la inducción de 
embriogénesis 
Para determinar el efecto morfogenético de otros reguladores 
citados en la bibliografía (Thorpe, 1983), se tomaron explantos 
de cotiledones de la variedad Coker 310, Y se sometieron a 
diferentes regímenes hormonales en medio MS. 
En este ensayo cuyos resultados aparecen en la Tabla 13, el 
crecimiento de callos, para tiempos similares de incubación, fue 
menor que en experimentos anteriores realizados con el cultivar 
Mocó AA4. 
Niveles de la auxina ácido naftalén acético (ANA) de 0,02 ppm 
no fueron suficientes para inducir formación de callo. Con mayor 
nivel de ANA (0,2 ppm) , el crecimiento de callo a partir de 
explantos de cotiledones mejoró con el menor nivel de ki. 
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Tabla 13. Respuesta en formación de callos en explantos 
(cotiledones) de cultivar Coker 310 en medio MS con distintos 
reguladores hormonales y niveles. Valores calculados en base a 
cuatro repeticiones (placas) por tratamiento con cinco explantos 
por placa (en %) . 
Tratamiento Concentración Callogénesis 
Reguladores (ppm) (%) 
1 ANA/ki 2,0/1,0 75 
2 ANA/ki 0,2/0,1 10 
3 ANA/ki 0,2/0,01 50 
4 ANA/ki 0,02/0,1 
° 5 ANA/ki 0,02/0,01 
° 
6 ANA/BA 0,1/0,5 50 
7 ANA/BA 0,01/0,05 
° 
8 2,4-D/ki 0,1/0,5 10 
9 2,4-D/ki 0,01/0,05 
° 10 2,4-D/BA 0,1/0,5 25 
11 2,4-D/BA 0,01/0,05 
° 
El comportamiento de los callos en presencia de 2,4 - D Y ki 
(0,1/0,5 ppm) no fue el esperado, ya que se produjeron callos en 
sólo un 10% de los explantos sembrados. La menor respuesta 
observada en el medio con respecto al nivel de reguladores que 
produjo anteriormente el mayor crecimiento de callos, podría ser 
debida al genotipo empleado, o bien al material utilizado como 
explanto , consistente en cotiledones con un tiempo superior a 1 
semana . Probablemente, una vez alcanzada la expansión del 
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cotiledón, sus células maduras podrían perder la totipotencia y 
capacidad de formación de callo, o tal vez presentar una menor 
sensibilidad a los reguladores hormonales. El efecto de la edad 
del explanto en la respuesta embriogénica y su sensiblidad a los 
reguladores ya había sido señalado por Trolinder y Goodin 
(1988a) . 
Como puede comprobarse en la Tabla 13, el porcentaje de 
explantos que formaron callo llegó al 75% en el tratamiento con 
mayor concentración de auxina y citoquinina, mientras que ese 
porcentaje se redujo en presencia de menores niveles de 
reguladores. 
Los callos de Coker 310 desarrollados en los diversos medios 
presentaron una morfología distinta a los de Mocó AA4. En algunos 
existió una diferenciación visible hacia estructuras organizadas 
(2,0 ppm ANA/1,0 ppm BA). Este material fue seleccionado para 
proseguir las etapas de inducción de embriogénesis en medio 
líquido que se describe a continuación. 
3.1.4.2. Inducción de embriogénesis en suspensiones celulares 
En este caso, siguiendo a Trolinder y Goodin (1988ab) se 
utilizaron callos friables de 1 mes de edad, y se establecieron 
con ellos suspensiones con medios MS sin aporte hormonal. Tras 
60 días de incubación, se observaron agrupaciones proembrioides 
de 1-2 mm, libres en la solución (Fig. 7) Y sobre la superficie 
de pequeños callos (Fig. 8). 
Tras la recolección y transferencia del cultivo a un medio de 
maduración (MSm) sin reguladores, siguieron permaneciendo las 
masas diferenciadas en el mismo estado de desarrollo 
(proembrioide), con diversas formas y tamaños globulares. 
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Durante 4 semanas se realizó la sustitución de medio antiguo 
por otro nuevo en los cultivos con estructuras embrioides; sin 
embargo, no se consiguió llegar a una etapa más avanzada de 
desarrollo embriogénico. Los motivos de este fracaso en la 
inducción de embriogénesis en Coker 310 puede atender a diversos 
motivos, entre los que el más plausible sería el haber trabajado 
con líneas de Coker 310 recalcitrantes a la inducción. 
Autores como Trolinder y Xixhian (1989) ya han señalado que, en 
el caso de variedades como Coker 312 o Payrnaster 303, existe una 
gran variabilidad entre individuos en capacidad embriogénica. Dos 
metodologías de regeneración por embriogénesis somática para el 
cultivar Coker 310 (Davidonis y Hamilton, 1983; Finer, 1988) con 
resultados sensiblemente diferentes, y nuestros resultados con 
el mismo cultivar empleando el proceso de Trolinder y Goodin 
(1988b) permiten llegar a la conclusión de una importante 
variabilidad en capacidad embriogénica en este cultivar. 
Trolinder y Xixhian (1989) han sugerido la posibilidad de 
seleccionar líneas con gran capacidad embriogénica y transferir 
este carácter a genotipos recalcitrantes. Estos autores han 
conseguido obtener Fl de gran capacidad embriogénica al cruzar 
Coker 312 con una línea con poca respuesta embriogénica (T586). 
Aplicar este proceso al cultivar Mocó AA4, cruzándolo con Coker 
312, podría ser una alternativa a estudiar, sin embargo, existen 
problemas adicionales, como el comportamiento fotoperiódico del 
genotipo brasileño, que l~eva a una tardía y escasa floración en 
nuestras condiciones de cultivo (J.C. Gutierrez Más, comunicación 
personal) . 
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Figura 7. 
Coker 310 
Microfotografías de suspensiones celulares 
(x200l . Fases iniciales del desarrollo de 
de 
la 
embriogénesis somática; (al primeros estad íos de agregaci6n 
celular; (b) estados 1 y 2 de la fase l. 
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Figura 8. Etapas de embriogénesis somática observadas en el 
cultivo in vitro del cultivar Coker 310. Macrofotografias 
de agregados celulares con formas meristemoides e inicio de 
embriogénesis (X20). 
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3.2. Micropropagación por yemas. 
Dadas las dificultades encontradas en la multiplicación por 
embriogénesis somática, s e decidió poner a punto un método para 
la multiplicación mediante el cultivo de yemas vegetativas. Para 
el algodonero se han propuesto algunos métodos de propagación 
vegetativa (Bajaj y Gill, 1986; Renfroe y Smith, 1986). Las 
principales ventajas del cultivo de yemas como método de 
propagación consisten en ser una vía rápida y eficiente de 
multiplicación y regeneración, a salvo de posibles variaciones 
somaclonales generadas en la etapa de callogénesis. Además, 
constituye la alternativa que proporciona un sistema de 
preservación y multiplicación en cultivares que no pueden ser 
regenerados por embriogénesis somática, al que se le pueden 
aplicar igualmente técnicas de transformación genética (Ulian y 
cols., 1988; Gould Y cols., 1991). 
3.2.1. Micropropagación por yemas apicales. 
La micropropagación a partir de yemas apicales fue un proceso 
eficiente y de relativa sencillez. Los explantos, consistentes 
en yemas apicales de plántulas desarrolladas en condiciones 
axénicas, tuvieron un crecimiento uniforme. 
La incubación de las yemas durante una semana en un medio con 
citoquinina (ki 0,1 ppm) y la transferencia al mismo medio basal 
(MS) sin citoquinina, permitió al cabo de una semana obtener un 
46% de yemas desarrolladas y enraizadas, en el cultivar Mocó AA4 
(Fig. 9). Para el cultivar Coker 310, tras el subcultivo en medio 
con carbón activo, se obtuvo un 25% de plántulas enraizadas a los 
25 días de la inoculación, mientras que Mocó AA4 alcanzaba ya el 
60% de plántulas en similar estado para ese período. 
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Figura 9. Evolución del enraizamiento en los vástagos a partir 
de yemas apicales de los cultivares Mocó AA4 y Coker 310. 
El aporte de ki en el medio durante la primera semana favorece 
el desarrollo de yemas (Gould y cols., 1991), mientras que el 
carbón activo constituye un factor importante en la eficacia de 
la multiplicación por yemas, evitando el efecto de autoinhibición 
del crecimiento por síntesis endógena de reguladores y 
favoreciendo el enraizamiento de los vástagos. 
El cultivo de yemas apicales determinó la formación de 
plántulas completas in vitro al cabo de 8 semanas (Fig. 11d). 
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Se observaron diferencias en el crecimiento entre el cultivar 
Coker 310 y Mocó AA4. En general, el cultivar Mocó AA4 mostró 
mayor v igor que la variedad Coker 310, obteniéndose un 
enraizamiento de un 100% al cabo de los 60 días desde el 
establecimiento del cultivo. En contraste, el cultivar Coker 310 
alcanzó sólo un 79% de enraizamiento a los 75 días desde la 
transferencia inicial de la yemas al medio de cultivo. 
3.2 . 2 . Micropropagación por yemas axilares. 
La propagación mediante yemas axilares obtenidas de las 
plántulas desarrolladas por el cultivo de yemas apicales, fue un 
proceso más complejo y menos eficaz que la micropropagación a 
partir de ápices de tallos. Las yemas en posición axilar , en 
estado de latencia, presentaban menor capacidad de brotación y 
muy baja tasa de crecimiento una vez recuperada la actividad. 
En los experimentos realizados con este tipo de explanto se 
comprobó cómo las yemas axilares evolucionaban con dificultad 
sometidas al mismo tratamiento empleado en el cultivo de yemas 
apicales. Para superar este aspecto negativo, y aumentar el 
potencial de la propagación clonal (en nuestras condiciones, de 
cada yema apical se pueden obtener hasta 5 yemas laterales, con 
potencial de generar 5 nuevas plántulas), se diseñaron otros 
experimentos con el objeto de romper la latencia y/o optimizar 
la respuesta de las yemas axilares al cultivo in vitro. 
Autores como Pierik (1990) sugieren distintos tratamientos para 
superar el estado de latencia de la yemas axilares. Factores 
físicos como la composición del medio nutritivo, tratamientos de 
baja temperatura o fotoperíodo largo, tienen gran importancia en 
la rotura de latencia de yemas axilares en distintas especies 
leñosas . 
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Figura 10. 
vegetativas: 
Aislamiento 
laminar. 
Micropropagación del algodón por yemas 
(a) siembra de semillas en tarrinas; (b) 
de la yema apical en la cámara de flujo 
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Figura 11. Micropropagación del algodón por yemas 
vegetativas: (a) porción de vástago con yema terminal; 
(b-c-d) diferentes etapas del desarrollo de la yema 
vegetativa de Mocó AA-4. 81 
La fuente nitrogenada aportada al medio desempeña un importante 
papel en el desarrollo de los tejidos, ya sea en ·procesos de 
organogénesis o embriogénesis (Thorpe, 1983), además de la 
influencia de reguladores tipo citoquinina, que contribuyen a 
reducir la dominancia apical y favorecer la brotación de las 
yemas laterales. 
En un experimento inicial se estudió el efecto de la fuente de 
nitrógeno en el medio en la salida del estado de latencia de 
estas yemas axilares. Con este fin se cultivaron yemas axilares 
de Mocó AA4 sobre diferentes medios (Tabla 14) determinándose el 
porcentaje de brotación y enraizamiento. 
Como puede observarse en la Tabla 14, al cabo de 60 días de 
cultivo, el 80% de las yemas cultivadas en medio MS y MSm con 
glutamina habían brotado, con un 40% y 20% de enraizamiento 
respectivamente. En los otros medios empleados (MSm y BS), los 
porcentajes de brotación y enraizamiento fueron inferiores o 
nulos. Por lo tanto, si bien el desarrollo de yemas apicales en 
medio MS es mayor que el de las axilares, este medio sigue siendo 
el que mejor resultado ofrece respecto al resto de medios 
empleados. 
En la Tabla 15, se presentan los resul tados del estudio 
realizado con diferentes citoquininas (ki, BA, 2iP, con las que 
se pretendía romper la latencia y mejorar la respuesta en 
crecimiento de yemas laterales del mismo cultivar (Mocó AA4). 
Como puede observarse (Tabla 15), el tratamiento con BA 
proporcionó igual porcentaje de brotación que el tratamiento con 
ki. 
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Tabla 14. Crecimiento de yemas axilares del cultivar Mocó AA4 
cultivadas en medios con distintas fuentes de N o relaciones 
amonio/nitrato (en porcentaje de brotación y enraizamiento, 
n=lO) . 
Concentración (mM) 
Medio NH4+ N03· gln Brotación Enraizamiento 
(%) (%) 
MS 16 40 O 80 40 
MSm O 37 O 20 20 
MSm+gln O 37 15 80 20 
B5 2 25 O O O 
Tabla 15. Crecimiento de yemas laterales del cultivar Mocó AA4 
cultivadas en medios MS con distintas citoquininas (ki, BA, 2iP) 
a la misma concentración (5 ppm) (en porcentaje de brotación y 
enraizamiento, n=10). 
'Ci toquininas Brota-c±6n Enraizamiento 
,(%) ( %) 
k i 66 33 
BA 66 3 3 
2iP 3 3 O 
Sin embargo, el aporte de BA promovió una mayor brotación de 
yemas axilares por plántula, siendo éste un factor importante a 
la hora de considerar un mayor potencial de multiplicación a 
partir de un individuo. El tratamiento con 2iP presentó un 
porcentaje de brotación y enraizamiento intermedios. 
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Una observación adicional importante es la respuesta de yemas 
axilares remanentes en plántulas in vi tro, cuya yema apical había 
sido extraída para continuar el proceso de micropropagación. Corno 
puede observarse en la Fig. 12a, cuando se suprime la yema 
apical, y por tanto se anula la dominancia, las yemas axilares 
presentan una extraordinaria promoción del crecimiento. Una 
alternativa al proceso de micropropagación, que aumentaría la 
eficiencia y vigor de las plántulas regeneradas a partir de yemas 
axilares, consistiría en la rotura de la dormición por sustración 
de la yema apical. 
3.3. Adaptación de plántulas a suelo 
Otro aspecto muy importante, dado a que de él depende el éxito 
final de la multiplicación in vitro, es el proceso de adaptación 
en el paso de tubo de cultivo a condiciones de suelo. Las etapas 
de adaptación empleadas en este trabajo, consistentes en la 
transferencia de plantas de medio agarificado a una solución 
nutritiva (Fig. 13a), y mantenimiento en atmósfera saturada, 
mejoró el enraizamiento y crecimiento de las plántulas antes de 
su paso a macetas con turba (Fig. 13b). En estas condiciones se 
logró un éxito cercano al 100% de plántas recuperadas después 
de su multiplicación in vitre. En resumen, en la propagación 
mediante yemas apicales, el método empleado permitió la obtención 
de un 90% de plantas viables de la variedad Coker 310, y un 100% 
en la var. Mocó AA4, sin cambios morfológicos aparentes derivados 
del método de propagación. 
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Figura 12. Mieropropagaeión de algodón por yemas vegetativas 
axilares; (a) desarrollo de yemas axilares en los explantos 
enraizados; (b) y (e) etapas del desarrollo de yemas 
axilares en medio MS + BA. 
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Figura 13. Proceso de adaptación de plantas cultivadas in 
vitro: (a) Período de desarrollo radicular en solución 
nutritiva; (b) plantas transferidas a sustrato sólido 
(turba) mostrando un desarrollo normal después del cultivo 
in vitro. 
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3.4. Control de contaminación en el cultivo in vitro. 
A pesar de los tratamientos de desinfección del material 
(semillas), su germinación en condiciones axénicas, y una nueva 
desinfección previa a la obtención de los explantos, los índices 
de contaminación encontrados en el cultivo de yemas, fueron muy 
diferentes según la variedad utilizada. Se encontraron índices 
muy bajos en el cultivar Mocó AA4 (O-l~), mientras que en el 
cultivar Coker 310, llegó a ser del 70~. La contaminación, 
siempre por bacterias, parecía por tanto ser llevada por los 
tejidos de la plántula. 
Dados estos problemas de contaminación de alta frecuencia de 
aparición en Coker 310, se comprobó la eficacia de un tratamiento 
de desinfección de tejidos en fase avanzada, consistente en un 
lavado con detergente y lej la, enjuague con agua estéril y 
posterior subcultivo del explanto en medio nutritivo con el 
antibiótico rifampicina. 
Los resultados obtenidos demostraron que, si bien la 
rifampicina no tuvo efecto fitotóxico a la dosis generalmente 
recomendada (15 ppm) (Kneifel y Leonhardt, 1992), no constituyó 
un tratamiento eficaz ya que la contaminación reapareció 
posteriormente en la incubación. Finer y cols. (1991) 
consiguieron reducir la contaminación bacteriana de cultivos 
embriogénicos de algodón con lejía al 1% (1-5 min) , sin conseguir 
eliminar especies como Flavobacterium balustrum. En nuestro caso, 
por el tipo de coloración presentada en los medios podía tratarse 
de Methylobacterium spp., un microorganismo que crece en estrecha 
asociación con los tejidos de plantas superiores, y cuya 
presencia sólo se hace visible tras períodos prolongados de 
incubación (Holland y Polacco, 1994). 
La dificultad de obtener cultivos libres de contaminantes con 
los tratamientos habituales de desinfección, y su interferencia 
en los estudios in viero fue resaltada por Holland y Polacco 
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(1994). Hay bacterias endofíticas y hongos de muy difícil 
detección, que no producen síntomas de enfermedad o colonias 
detectables en los medios, pero crecen en estrecha asociación con 
el explanto y sintetizan metabolitos como auxinas, citoquininas 
y vitaminas. 
88 
" 
S1ROISll'biKO ." 
l. La formación de callo dependió del tipo de explanto, del 
genotipo y de la composición del medio nutritivo. Todos los 
explantos utilizados (hipocótilos, cotiledones) tuvieron 
respuesta en la callogénesis. 
2 . La relación auxina/citoquinina con la que se consiguió mayor 
respuesta en la inducción de callos fue una combinación de 0,1 
ppm 2,4-D con 0,5 ppm ki, tanto en el medio MS como en el B5. El 
efecto de otras auxinas como el ANA en la callogénesis fue 
sensiblemente inferior al de 2,4-D. 
3. La inducción de embriogénesis en medios sólidos y en 
suspensiones celulares realizada siguiendo distintos 
procedimientos no permitió conseguir superar los primeros estados 
de agregación en el cultivar Mocó AA4, por lo que esta variedad 
se puede considerar como recalcitrante a la regeneración por 
embriogénesis somática. En el cultivar Coker 310 se consiguieron 
estados más avanzados del desarrollo embrionario (estado 
globular), pero no pudo llegarse hasta el final en el proceso de 
embriogénesis. 
4. El método de regeneración por embriogénesis somática de 
cultivos en suspensión tiene aún importantes limitaciones: muy 
pocos cul ti vares pueden ser regenerados efectivamente. De no 
existir métodos alternativos para trabajos de transformación se 
podría intentar el cruzamiento de variedades no embriogénicas con 
genotipos de alta capacidad embriogénica como han sugerido 
Trolinder y Xhixian (1989). 
5. La elección de la organogénesis como técnica de regeneración 
alternativa permitió una eficiente micropropagación de los 
cultivares estudiados. Esta técnica podrá ser aplicada para la 
multiplicación clonal de material vegetal con características 
sobresalientes (genotipos identificados de los programas de 
resistencia a verticilosis y tolerancia a salinidad). 
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Adventicio.- Desarrollo de órganos a partir de orígenes 
inusuales, como raíces y vástagos desde callos o fuentes no 
cigóticos. 
Asepsia.- Sin infección o contaminación por microorganismos. 
Callo.- Masa de células más o menos diferenciadas en 
proliferación desorganizada. 
Clono - En cul ti va de plantas, el 
referencia a un cultivo derivado de otro, 
término genético hace 
o a un grupo de plantas 
propagadas sólo por vía asexual y todos los miembros que han sido 
derivados mediante propagación repetida desde un simple 
individuo. 
Cultivo celular.- Término utilizado para denominar el 
mantenimiento de cultivo de células simples in vitro. Estas 
células no están organizadas en tejidos. 
Cultivo de meristemos.- Cultivo in vitro de estructuras 
similares a domos que miden menos de 0,1 mm. de longitud una vez 
extirpadas, la mayoría desde un ápice de tallo. 
Cultivo en suspensión.- Un tipo de cultivo donde las células o 
agregados celulares se multiplican mientras estan suspendidos en 
medio líquido. 
Embriogénesis somática.- El proceso de iniciación y desarrollo 
de embriones desde células vegetativas o no gaméticas. 
Epigenético. - Referente a características fenotípicas de origen 
no genético. 
Explanto.- Tejido seleccionado desde un origen vegetal y 
transferido a medio artificial para crecimiento o mantenimiento. 
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Friabilidad.- Término que indica la tendencia en el cultivo 
celular de separar células entre sí. 
Inducción.- Iniciación de una estructura órgano o proceso in 
vitro. 
Micropropagación. - Propagación in vi tro de plantas desde ápices 
de tallos o explantos nOdales, normalmente en proliferación 
acelerada durante los subcultivos de tallos. 
Morfogénesis.- a) Evolución de una estructura desde un estado 
indiferenciado a otro diferenciado. b) Proceso de crecimiento y 
desarrollo de estruturas diferenciadas. 
Mutante. - Variante fenotípico resultante de un cambio genético. 
Organogénesis.- En el cultivo de plantas, proceso de 
diferenciación por el cual, los órganos se forman "de novo" o 
desde estruturas preexistentes. 
Protoplasto.- Célula cuya pared celulósica ha sido eliminada. 
Totipotencia.- Característica celular por la cual se mantiene 
la capacidad de formar todo tipo de células en el organismo 
adulto. 
Trasformación.- En el cultivo de células vegetales, la 
integración de ADN foráneo en el genoma de las células, 
resultando una modificación genetica de ellas. 
Variación somaclonal.- Variación fenotípica de origen genético 
o epigenético, manifestado en el cultivo de clones. 
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